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A distrofia muscular de Duchenne (DMD) é considerada a mais comum e 
devastadora das distrofias musculares humanas. Inflamação crônica e estresse oxidativo são 
características marcantes da doença. A Diacereína é uma antraquinona usada no tratamento de 
osteoartrite, que exibe propriedades anti-inflamatórias e a Vitamina E apresenta um papel 
importante como potente antioxidante e na preservação da integridade da membrana celular. 
Com base nas ações desses medicamentos, o objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos 
da Diacereína e da Vitamina E na mionecrose, no estresse oxidativo e na resposta inflamatória 
dos músculos diafragma, esternomastóideo e tibial anterior de camundongos mdx. Neste estudo, 
foram utilizados camundongos das linhagens C57BL/10 e camundongos mdx. Os camundongos 
mdx foram divididos em 5 grupos: mdx (tratado com solução salina); mdxP (tratado com 
Prednisona - 5mg/kg; controle positivo); mdxD (tratado com Diacereína – 20mg/kg); mdxVE 
(tratado com Vitamina E – 40mg/kg) e mdxVED (tratado com Vitamina E e Diacereina). Os 
camundongos C57BL/10 não receberam nenhum tratamento e foram utilizados como controle. 
Todos os animais foram submetidos à análise de medida de força. Amostras de sangue foram 
utilizadas para determinação de creatina quinase (CK) e para a quantificação de IL-1β e IL-6. 
Os músculos diafragma (DIA), esternomastóideo (STN) e tibial anterior (TA) foram retirados 
e submetidos à técnicas histológicas (HE; IgG; F4/80; DHE e lipofuscina), Western blotting 
(TNF-α, NF-κB, 4-HNE, SOD2, Catalase, GR) e para determinação da atividade da GSH. Os 
resultados demonstraram que os camundongos mdx tratados com Diacereína, Vitamina E e/ou 
com associação desses dois medicamentos apresentaram redução da perda da força, do dano 
muscular, da resposta inflamatória exacerbada e dos danos oxidativos. Em comparação com o 
tratamento com Prednisona, os resultados demonstraram que o tratamento com Diacereína e 
Vitamina E melhoraram o fenótipo distrófico dos músculos analisados, semelhante ao 
observado no tratamento com o glicocorticoide. Em conjunto, os resultados demonstraram os 
efeitos benéficos do tratamento com Diacereína e Vitamina E, administrados isoladamente ou 
em associação, sobre o processo de regeneração muscular, resposta inflamatória e estresse 
oxidativo nos músculos DIA, STN e TA de camundongos mdx. 
 
Palavras Chaves: Distrofia Muscular de Duchenne, Camundongos mdx, Diacereína, Vitamina 









Duchenne muscular dystrophy (DMD) is considered the most common and 
devastating of human muscular dystrophies. Chronic inflammation and oxidative stress are 
striking features of disease. Diacerein is an anthraquinone used in the osteoarthritis treatment, 
which exhibits anti-inflammatory and antioxidant properties and the Vitamin E presents an 
important role as a potent antioxidant and in preserving the integrity of the cell membrane. The 
aim of the present study was evaluated the effects of Diacerein and Vitamin E against 
myonecrosis, oxidative stress and inflammatory response in the diaphragm, sternomastoid and 
tibialis anterior muscles of mdx mice. In this study, C57BL/10 and mdx mice were used. The 
mdx mice were randomly divided into 5 groups: mdx (treated with saline); mdxP (treated with 
Prednisone – 5mg/kg; positive control); mdxD (treated with Diacerein – 20mg/kg); mdxVE 
(treated with Vitamin E – 40mg/kg) and mdxVED (treated with Vitamin E and Diacerein). The 
C57BL/10 mice received no treatment and were used as a control group. All animals were 
submitted to force measurement analysis. Blood samples were used for the determination of 
creatine kinase (CK) and for the quantification of IL-1β and IL-6 levels. The diaphragm (DIA), 
sternomastoid (STN) and tibialis anterior (TA) muscles were removed and submitted to 
histological techniques (HE, IgG, F4/80, DHE and lipofuscin), Western blotting (TNF-α, NF-
κB, 4-HNE, SOD2, Catalase, GR) and for the determination of GSH activity. The results 
showed that mdx mice treated with Diacerein, Vitamin E and/or association of these two drugs 
presented a reduction in strength loss, muscle damage, exacerbated inflammatory response and 
oxidative damage. Compared with Prednisone treatment, the results demonstrated that 
treatment with Diacerein and Vitamin E improved the dystrophic phenotype of the muscles 
analyzed, similar to that observed with glucocorticoid treatment. Taken together, the results 
demonstrate the beneficial effects of treatment with Diacerein and Vitamin E, administered 
alone or in combination, in the process of muscle regeneration, inflammatory response and 
oxidative stress in the DIA, STN and TA muscles of mdx mice. 
 
Key words: Duchenne Muscular Dystrophy, mdx mice, Diacerein, Vitamin E, Inflammation, 
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1.0  INTRODUÇÃO 
 
1.1 Distrofia Muscular de Duchenne 
A distrofia muscular de Duchenne (DMD) é considerada a mais comum e 
devastadora das distrofias musculares humanas, afetando 1 a cada 3500 crianças do sexo 
masculino nascidas vivas (Briguet, Courdier-Fruh et al. 2004). A DMD é uma doença 
recessiva ligada ao cromossomo X, em que os pacientes sofrem uma degeneração 
muscular progressiva severa. Os primeiros sinais clínicos são detectados entre 2 e 5 anos 
de idade através da dificuldade de caminhar e erguer-se de superfícies. Com a progressão 
da doença, já na adolescência, o paciente fica confinado a cadeira de rodas, e a 
insuficiência cardiopulmonar é a causa de sua morte, frequentemente durante a segunda 
década de vida (Engel 1994). 
A anormalidade genética da DMD está presente no braço curto do 
cromossomo X (locus Xp21.1), cujo produto normal é uma proteína denominada 
distrofina (Hoffman 1996). A distrofina é encontrada na face citoplasmática do 
sarcolema, ligada aos miofilamentos da fibra muscular e a um complexo de glicoproteínas 
da membrana. O complexo distrofina glicoproteínas (CDG) é constituído de proteínas 
sarcolemais e expresso em alta concentração no músculo estriado esquelético (Rando 
2001). A função desse complexo é estabilizar a membrana da célula muscular durante os 
ciclos de contração e relaxamento. Além disso, existem evidências do importante papel 
do CDG na regulação de canais de cálcio mecanossensíveis, especialmente no espaço 
subsarcolemal, influenciando na homeostase do cálcio e na sua sinalização (Gailly 2002) 








Figura 1. Complexo Distrofina-Glicoproteínas. Representação esquemática mostrando a interação da 
distrofina com proteínas citoplasmáticas, transmembrana e extracelulares no músculo esquelético – 
Adaptado por Lydia Kibiuk (Zucconi 2009). 
 
Várias hipóteses procuram explicar os mecanismos que levam à degeneração 
dos músculos distróficos (Deconinck and Dan 2007). A hipótese mecânica sugere que a 
inexistência da ligação entre os meios intra e extracelular, decorrente da ausência da 
distrofina e das demais proteínas do CDG, torna o sarcolema mecanicamente instável 







Ervasti 2007). A instabilidade mecânica faz com que os músculos se tornem susceptíveis 
à lesão durante os ciclos de contração e relaxamento (Chakkalakal, Thompson et al. 
2005). Em virtude desta fragilidade, ocorrem áreas de descontinuidade do sarcolema 
permitindo a passagem de substâncias do meio extracelular para o meio intracelular, como 
o íon cálcio, e de substâncias do meio intracelular para o meio extracelular, como a 
enzima creatinoquinase (CK) (Engel 1994). Na DMD, o aumento do nível plasmático da 
CK é característico da fase inicial da doença. Durante os três primeiros anos de vida, os 
níveis de CK aumentam até atingirem um pico que coincide com o início do aparecimento 
dos primeiros sinais clínicos da doença (Engel 1994). Nos camundongos mdx, modelo 
utilizado para estudo da DMD, os níveis de CK são elevados durante grande parte da vida 
do animal (Bulfield, Siller et al. 1984, Engel 1994, Yoshida, Yonetani et al. 2006). 
A hipótese do cálcio sugere o envolvimento do CDG no funcionamento de 
canais iônicos da membrana e sua alteração compromete o funcionamento destes canais. 
A passagem excessiva deste íon para o interior da fibra muscular provoca sobrecarga das 
mitocôndrias com conseqüente redução da síntese de ATP, ativação de proteases cálcio-
dependentes e ativação de fosfolipases A2, enzimas que digerem os fosfolipídeos da 
membrana, levando a um aumento das áreas de descontinuidade desta e permitindo a 
entrada de mais íons cálcio para o meio intracelular (Gissel 2005, Whitehead, Yeung et 
al. 2006). Devido a esta série de eventos, as fibras musculares distróficas sofrem 
degeneração e necrose (Alderton and Steinhardt 2000, Batchelor and Winder 2006). Esta 
hipótese se confunde com a hipótese mecânica devido à interação existente entre os dois 
mecanismos.  
Outra hipótese é a participação de fatores inflamatórios liberados por 
neutrófilos e macrófagos, citocinas, como o fator de necrose tumoral α (TNF-α) 
(Whitehead, Yeung et al. 2006). Sugere-se que os músculos distróficos apresentam 
resposta inflamatória excessiva em conseqüência à lesão das fibras musculares, 
independente do mecanismo que provoca a lesão. A resposta inflamatória exacerbada é 
um mecanismo secundário que aumenta a mionecrose e contribui para a progressão da 
doença (Wehling, Spencer et al. 2001, Porter, Merriam et al. 2003, Hodgetts, Radley et 
al. 2006). 
Além dessas hipóteses, estudos suportam fortemente a importância do 







Mauricio, Minatel et al. 2013, Terrill, Radley-Crabb et al. 2013). Há evidências de que o 
processo degenerativo nos músculos distróficos pode ser devido ao estresse oxidativo. O 
acúmulo intracelular de íons cálcio conduz a uma captação anormal deste pela 
mitocôndria, resultando em uma produção elevada de EROs (Brookes, Yoon et al. 2004). 
Outra possibilidade de mecanismo de formação de EROs é através da NADPH-oxidase, 
a qual se tem conhecimento que produz rapidamente EROs durante o ciclo de relaxamento 
das células musculares lisas (Grote, Flach et al. 2003). Constatou-se a presença de 
subunidades de NADPH-oxidase no músculo estriado esquelético junto ao sarcolema 
(Javeshghani, Magder et al. 2002). Whitehead e colaboradores (2006) sugeriram que este 
complexo enzimático pode ser regulado pela distrofina ou por outras proteínas do CDG. 
Desta forma, sua função pode estar alterada nos músculos distróficos, levando a uma 
maior produção de EROs. 
 
1.2 Camundongo mdx  
O camundongo mdx é o modelo experimental mais utilizado nos estudos 
relacionados à DMD (Tanabe, Esaki et al. 1986, Hamer, McGeachie et al. 2002, Sasaoka, 
Imamura et al. 2003). Esta linhagem, denominada C57BL/10 mdx (X chromosome-linked 
muscular dystrophy) surgiu espontaneamente da linhagem C57BL/10 e foi descoberta ao 
acaso durante a realização de estudos sobre alterações nos glóbulos vermelhos (Bulfield, 
Siller et al. 1984). Nestes animais, o nível plasmático da creatinoquinase (CK) mostrou-
se elevado, sugerindo degeneração muscular (Hoffman 1996). Posteriormente, foi 
confirmada a deficiência do gene responsável pela expressão da distrofina em virtude de 
alteração genética semelhante à ocorrida na DMD (Sicinski, Geng et al. 1989). Nestes 
camundongos, a análise histológica de músculos estriados esqueléticos revelou a 
existência de degeneração e regeneração muscular, semelhante ao que ocorre em 
portadores da DMD (Bulfield, Siller et al. 1984). No entanto, nos camundongos mdx os 
ciclos de regeneração muscular parecem compensar adequadamente a degeneração 
muscular. Estes animais apresentam menor acúmulo de tecido conjuntivo e menor perda 
funcional quando comparados à distrofinopatia desenvolvida em humanos (Yablonka-
Reuveni and Anderson 2006).  
Nos músculos de camundongos mdx os ciclos de degeneração/regeneração se 







dia pós-nascimento os camundongos apresentam cerca de 0,62% das fibras musculares 
regeneradas. No décimo quarto e vigésimo primeiro dias, 2,2% e 5%, respectivamente, 
período caracterizado como estado pré-necrótico (Minatel, Neto et al. 2003, Porter, 
Merriam et al. 2003).  No período entre 21 e 28 dias de vida pós-natal, observa-se extensa 
área de necrose no músculo tibial anterior destes animais (Shavlakadze, White et al. 
2004). A intensa necrose miofibrilar, observada neste período, providencia um excelente 
modelo para o estudo de intervenções terapêuticas designadas para prevenir ou reduzir a 
necrose, uma vez que a redução da miopatia é facilmente identificada (Radley and 
Grounds 2006). Entre 35 e 90 dias a necrose atinge seu ápice, comprometendo um grande 
número de fibras. Neste período encontram-se mais de 50% das fibras do músculo em 
regeneração, com diâmetro variável e centronucleação. Com cerca de 120 dias de idade, 
praticamente todas as fibras do músculo encontram-se regeneradas (Tanabe, Esaki et al. 
1986). Com o passar do tempo, a capacidade de regeneração muscular diminui, 
provavelmente devido à exaustão das células satélites (Luz, Marques et al. 2002), que são 
as células precursoras das células musculares e responsáveis pela regeneração muscular 
(Dhawan and Rando 2005). Por volta dos 20 meses de idade estes animais apresentam 
substituição das fibras musculares degeneradas por tecido conjuntivo fibroso, as 
características histológicas de seus músculos tornam-se semelhantes às observadas em 
humanos e eles apresentam fraqueza muscular progressiva (Lefaucheur, Pastoret et al. 
1995).  
Além disso, os músculos apresentam diferenças na evolução e na intensidade 
das lesões (Pastoret and Sebille 1995, Radley and Grounds 2006, Marques, Ventura 
Machado et al. 2008). Diferente da maioria dos músculos do animal distrófico, o 
diafragma apresenta uma evolução severa da doença com degeneração progressiva, 
similar a progressão da DMD em humanos. Acredita-se que esta diferença é causada pelo 
trabalho contínuo do músculo para a respiração (Stedman, Sweeney et al. 1991) e pela 
diminuição da capacidade de regeneração após dano muscular (Matecki, Guibinga et al. 
2004). 
 
1.3 Espécies Reativas de Oxigênio e Músculo Distrófico 
Em experimentos com camundongos mdx, observou-se peroxidação lipídica 







início da degeneração das fibras musculares (Disatnik, Dhawan et al. 1998). Este fato 
sugere que o estresse oxidativo pode ser um dos mecanismos primários da degeneração 
muscular distrófica. Esta hipótese é suportada por dois estudos in vivo, os quais 
demonstram redução da degeneração muscular em mdx tratados com antioxidante 
derivado do chá verde (Buetler, Renard et al. 2002) ou submetidos a uma dieta pobre em 
ferro, a qual reduz a produção de radicais hidroxila (Bornman, Rossouw et al. 1998). 
Além disso, a hipótese de que as EROs estejam envolvidas na fisiopatologia 
das distrofias musculares baseia-se nas similaridades entre as mudanças patológicas que 
ocorrem na DMD e mudanças que ocorrem no músculo sob diferentes condições de 
estresse oxidativo, como isquemia, exercício físico intenso e deficiência de vitamina E 
(Mendell, Engel et al. 1971, Irintchev and Wernig 1987, Murphy and Kehrer 1989). 
Foram observadas alterações bioquímicas no músculo distrófico que são características 
de lesão oxidativa (Murphy and Kehrer 1989, Hauser, Hoger et al. 1995, Haycock, 
MacNeil et al. 1996, Ragusa, Chow et al. 1997). O aumento do estresse oxidativo na 
DMD é indicado: pelo aumento da excreção do 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina, indicativo 
de lesão oxidativa no DNA (Rodriguez and Tarnopolsky 2003); por alterações nas 
proteínas (Niebroj-Dobosz, Fidzianska et al. 2002), indução de enzimas antioxidantes 
(Mechler, Imre et al. 1984) e acúmulo de lipofuscina, material não degradado proveniente 
de várias estruturas celulares e que se acumula no local de eliminação de resíduos, o 
lisossoma, no músculo distrófico (Nakae, Stoward et al. 2004, Nakae, Dorchies et al. 
2012). Outro ponto a ser destacado é que as células distróficas são especificamente mais 
sensíveis à lesão por estresse oxidativo do que células musculares normais (Rando 2001). 
Além disso, evidências indicam uma associação entre o CDG e a óxido nítrico sintase 
neuronal (nNOS) (Brenman, Chao et al. 1995, Brenman, Chao et al. 1996, Chang, 
Iannaccone et al. 1996), enzima envolvida no metabolismo do radical livre NO·. 
As EROs podem causar lesão muscular através de efeitos diretos nas 
proteínas e na membrana da fibra muscular (peroxidação lipídica), como através da 
ativação de moléculas pró-inflamatórias (Whitehead, Yeung et al. 2006). 
Tradicionalmente, considera-se que os oxidantes exerçam seu efeito via ação tóxica direta 
sobre as células alvo. Contudo, estudos recentes têm sugerido sua contribuição na indução 
de genes. As EROs têm sido relacionadas à ativação do fator nuclear de transcrição kappa-







pelo antioxidante N-acetilcisteína (Kumar and Boriek 2003). Sustentando ainda a 
ativação do fator NF-κB por EROs, experimentos constataram o aumento da expressão 
de citocinas pró-inflamatórias reguladas por este fator de transcrição, como o fator de 
necrose tumoral alfa (TNF- α) e interleucina IL-1, nos músculos de camundongos mdx 
antes do período necrótico (Kumar and Boriek 2003). Sugere-se que o aumento anormal 
de TNF-α promove fraqueza muscular também em outras doenças (Zhao and Zeng 1997, 
Nakashima, Tachibana et al. 1998). Considera-se também que o TNF- α é um dos mais 
importantes indutores de NF-κB, contribuindo para um feedback positivo (Messina, Bitto 
et al. 2006). 
As evidências sugerem que as EROs estão envolvidas no processo distrófico, 
acionando uma cascata inflamatória que conduz à ativação do fator NF-κB e, 
subsequente,  liberação de mediadores inflamatórios. Segundo Messina e colaboradores 
(2006), a interrupção desta cascata pode ter um potencial efeito terapêutico. 
 
1.4 Resposta Inflamatória e Músculo Distrófico 
A resposta inflamatória do tecido compreende uma série de eventos que 
envolvem a integração do sistema imunológico com o tecido lesado e sua finalidade é o 
reparo tecidual, para que a regeneração possa acontecer (Prisk and Huard 2003). As fibras 
musculares em degeneração liberam várias substâncias, dentre as quais se destacam as 
citocinas pró-inflamatórias, proteases, prostaglandinas, colagenases, fatores 
quimiotáticos e fatores de crescimento. As citocinas pró-inflamatórias e os fatores 
quimiotáticos estimulam o deslocamento de células inflamatórias, principalmente 
neutrófilos e macrófagos, para o local da lesão (Tidball 2005). Os neutrófilos e 
macrófagos liberam proteases que degradam os fragmentos celulares e fagocitam estes 
fragmentos, auxiliando na remoção dos mesmos do local da lesão. As proteases liberadas 
por estas células podem provocar danos ao tecido muscular íntegro que circunda a lesão 
e assim aumentar a área da lesão, gerando aumento da resposta inflamatória local (Tidball 
2005).  
Em condições patológicas tais como nas miopatias e nas distrofias, além da 
lesão provocada pelo excesso do íons de cálcio no interior das fibras musculares, a 







células inflamatórias pode diminuir a degeneração e a necrose do tecido muscular. 
Estudos utilizando antiinflamatórios mostram redução significativa da mionecrose em 
músculos esqueléticos de camundongos mdx (Hodgetts, Radley et al. 2006, Radley and 
Grounds 2006). 
Dentre os mecanismos moleculares envolvidos na resposta inflamatória na 
DMD e no camundongo mdx, destaca-se a via de sinalização do fator de transcrição NF-
κB, cuja principal via de atuação é a ativação de citocinas pró-inflamatórias como o fator 
TNF-α e interleucina IL-1β (Kumar and Boriek 2003). Aumento da expressão destas 
citoquinas pró-inflamatórias (TNF-α e interleucina IL-1β) foi observado nos músculos de 
camundongos mdx antes do período necrótico (Kumar and Boriek 2003). Corroborando 
estudos prévios que demonstram que o NF-κB também é ativado por EROs, 
camundongos mdx tratados com antioxidantes apresentaram redução na expressão de 
TNF-α e/ou do próprio NF-κB com concomitante diminuição da mionecrose (Whitehead, 
Pham et al. 2008, Machado, Mauricio et al. 2011, Tonon, Ferretti et al. 2012). 
Sendo assim, a inibição das células inflamatórias pode promover a 
diminuição da necrose muscular. Atualmente, o tratamento mais utilizado para redução 
da resposta inflamatória excessiva no paciente distrófico é a administração de 
glicocorticoides, como a Prednisona (Moxley, Ashwal et al. 2005, Sali, Guerron et al. 
2012). Entretanto, o uso prolongado desses medicamentos produz diversos efeitos 
colaterais graves, tais como, ganho de peso, retardo no desenvolvimento ósseo, 
osteoporose, alterações no metabolismo da glicose, desenvolvimento de glaucoma e 
catarata, dessa forma, tornando fundamental a busca por outras terapias farmacológicas 
que minimizem a evolução da doença, melhorem a qualidade de vida dos pacientes 
distróficos e ao mesmo tempo apresentem menos efeitos colaterais.  
 
1.5 Diacereína e Vitamina E 
1.5.1 Diacereína (1,8-diacetoxy-9,10-dioxo-dihydroanthracene-3-carboxyl acid)  
É uma antraquinona encontrada em plantas do gênero Cassia que apresenta 
propriedades antiinflamatória, analgésica (moderada) e antipirética (Spencer and Wilde 
1997). É um medicamento não esteróide utilizado, principalmente, no tratamento da 







metabólico ativo da diacereína demonstra inibir a síntese e atividade de citocinas pró-
inflamatórias, tais como TNF-α, IL-6 e a IL-1β (Moore, Greenslade et al. 1998, Nicolas, 
Tod et al. 1998, Pelletier, Lajeunesse et al. 2001, Malaguti, Vilella et al. 2008).  
O principal mecanismo de ação da diacereína é inibir o sistema IL-1β. A 
diacereína demonstrou impactar a ativação da IL-1β através da redução na produção de 
enzima conversora de IL-1, bem como afetar a sensibilidade, diminuindo os níveis de 
receptores de IL-1 na superfície celular de condrócitos e indiretamente aumentando a 
produção de antagonistas dos receptores de IL-1. A produção de IL-1β também pode ser 
afetada, uma vez que a diacereína mostrou inibir a ativação induzida pela IL-1β do fator 
de transcrição NF-kB, que estimula a expressão de citocinas pró-inflamatórias (Panova 
and Jones 2015, Pavelka, Bruyere et al. 2016). 
Além disso, o composto inibe a produção de ânion superóxido, a liberação de 
enzimas lisossomais, quimiotaxia, e atividade fagocítica de neutrófilos e macrófagos 
(Mian, Brunelleschi et al. 1987, Del Rosso, Fibbi et al. 1990, Boittin, Redini et al. 1993, 
Spencer and Wilde 1997, Martel-Pelletier, Mineau et al. 1998, Moore, Greenslade et al. 
1998, Pelletier, Mineau et al. 1998). Recentemente, observou-se em ratos submetidos à 
dieta com alto teor de gordura, que a administração de diacereína reduziu a expressão 
tecidual de TNF-α, IL-6 a IL-1β e o estresse oxidativo no retículo endoplasmático do 
fígado, músculo gastrocnêmio e tecido adiposo.  Concomitante, verificou-se redução dos 
níveis séricos de TNF-α e IL-6 e na infiltração de macrófagos no tecido adiposo (Tobar, 
Oliveira et al. 2011). 
Efeitos indesejáveis da diacereína, como diarreia, fezes moles e dor 
abdominal surgem quando os pacientes são submetidos a doses superiores à 100 mg/dia 
e houver uma absorção incompleta da reína, o metabólico ativo da diacereína 
(Mandawgade, Kulkarni et al. 2016). 
 
1.5.2 Vitamina E  
É um antioxidante natural e lipossolúvel. O termo vitamina E é a designação 
formal conferida a um grupo de pelo menos oito compostos, tocoferóis e tocotrienóis, 
com características funcionais semelhantes, dos quais o alfa-tocoferol é o mais comum e 







é interferir com a cadeia de propagação dos radicais, na fase inicial da peroxidação 
lipídica. A vitamina E doa um hidrogênio aos radicais peróxilos, evitando assim a 
propagação (Hennekens and Gaziano 1993). 
Experimentos demonstraram que a vitamina E é essencial para manutenção 
da homeostase muscular. As dietas alimentares com deficiência em α-tocoferol resultam 
em profusa necrose dos miócitos, podendo levar inclusive a distrofia muscular em vários 
modelos animais, como ratos (Thomas, Cooper et al. 1993, Pillai, Traber et al. 1994) e 
porquinhos da índia (Hill, Montine et al. 2003). Adicionalmente, estudo também 
demonstrou que a vitamina E preveniu a morte de células musculares esqueléticas, por 
reduzir o estresse oxidativo (Nunes, Gozzo et al. 2005).  
Outro papel da vitamina E também foi sugerido, o de atuar como estabilizador 
de membrana (Howard, McNeil et al. 2011). Fosfolipídios de membrana são alvos dos 
oxidantes e a vitamina E previne eficientemente a peroxidação lipídica. A vitamina E 
pode, por conseguinte, promover a reparação, impedindo a formação de fosfolipídios 
oxidados que teoricamente poderiam interferir com os eventos de fusão da membrana 
(Howard, McNeil et al. 2011). A maior evidência para o papel biológico "estabilizador" 
da vitamina E é que a lise de eritrócitos induzida por estresse oxidativo foi impedida pela 
suplementação com vitamina E (Ahmad and Suhail 2002).  
Já os efeitos colaterais que a Vitamina E pode produzir estão relacionados à 
dosagem ingerida. Dose de 400 UI/dia de Vitamina E pode elevar o risco de câncer de 
próstata (Klein, Thompson et al. 2011) e/ou aumentar o risco de falência cardíaca (Lonn, 
Bosch et al. 2005).  
Diante do exposto, no presente projeto levantamos a hipótese que o 
tratamento em conjunto do anti-inflamatório Diacereína com o antioxidante Vitamina E 
apresenta potencial efeito terapêutico sobre as fibras musculares distróficas dos 








2.0 OBJETIVOS  
 
2.1 Objetivo Geral 
 O objetivo do presente trabalho foi analisar os efeitos do tratamento com o 
antiinflamatório Diacereína e com o antioxidante Vitamina E, administrados 
isoladamente ou em conjunto, nos músculos Diafragma (DIA), Esternomastóideo (STN) 
e Tibial Anterior (TA) de camundongos mdx. 
 
2.2 Objetivos Específicos 
Avaliar se os tratamentos interferem no peso muscular dos camundongos mdx 
e reduzem a perda de força muscular nos camundongos mdx; avaliar se os tratamentos, 
antes que se iniciem os ciclos degeneração/regeneração, diminuem a degeneração 
muscular em camundongos mdx, se diminuem a resposta inflamatória nos camundongos 










3.0 MATERIAIS E MÉTODOS  
 
3.1 Animais 
Foram utilizados camundongos das linhagens C57BL/10 e mdx, de ambos os 
sexos, com 14 dias de vida pós-natal, obtidos de casais mantidos no biotério do 
Departamento de Biologia Celular e Estrutural do Instituto de Biologia. As matrizes 
foram oriundas do Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica (CEMIB) da 
UNICAMP. Após o nascimento, os filhotes permaneceram com a fêmea até o 25° dia de 
vida pós-natal sendo posteriormente separados. Durante todo o experimento, os animais 
foram mantidos em caixas plásticas em racks ventilados com 12 horas de ciclo 
claro/escuro, ração e água ad libitum.  
Os protocolos experimentais foram desenvolvidos de acordo com os 
princípios éticos na experimentação animal adotados pelo Colégio Brasileiro de 
Experimentação Animal (COBEA), e aprovados pela Comissão de Ética na 
Experimentação Animal (CEUA/UNICAMP – Protocolo Nº 3334-1, Anexo 1). 
 
3.2 Delineamento Experimental 
Os animais foram divididos nos seguintes grupos experimentais: 
1) Grupo controle, constituído de camundongos da linhagem C57BL/10 
(C57BL/10ScCr/PasUnib), camundongos heterozigotos para o gene que 
desencadeia a distrofia muscular de Duchenne e que deram origem à linhagem 
mdx.  
A. Grupo controle tratado com solução salina (Ctrl, n=10). 
2) Grupo mdx, constituído de camundongos da linhagem mdx (C57BL/10-
Dmdmdx/PasUnib) camundongos homólogos para o gene que desencadeia a 
distrofia muscular de Duchenne. 
A. Grupo mdx tratado com solução salina (mdx, n=10). 
B. Grupo mdx tratado com Prednisona (mdxP, n=10). 







D. Grupo mdx tratado com Vitamina E (mdxVE, n=10). 
E. Grupo mdx tratado com Diacereína e Vitamina E (mdxVED, n=10). 
 
3.3 Tratamento 
Diacereína (TRB Pharma Indústria Química e Farmacêutica Ltda®, São 
Paulo, Brazil) e Vitamina E (Nature Made®, Mission Hills, CA, USA) foram dissolvidos 
em 0,05 ml de Tween 1%. Prednisona ((EMS®, São Paulo, Brazil) dissolvida em 0,05 ml 
de solução salina (NaCl 0.9g). As soluções foram preparadas imediatamente antes de 
serem usadas e protegidas da luz durante as aplicações. 
A partir do 14o dia de vida pós-natal, os camundongos C57BL/10 e mdx foram 
pesados diariamente e tratados diariamente por 14 dias consecutivos por gavagem e no 
28º dia os animais foram eutanasiados. Os tratamentos foram realizados da forma que 
segue: 
1) C57BL/10 receberam solução salina; 
2) mdx receberam solução salina; 
3) mdxP receberam 5mg/kg de Prednisona; 
4) mdxD receberam 20 mg/kg de Diacereína (Tobar, Oliveira et al. 2011); 
5) mdxVE receberam 40mg/kg de Vitamina E (Mao, Kraus et al. 2011); 
6) mdxVED receberam 20 mg/kg de Diacereína e 40mg/kg de Vitamina E. 
 
3.4 Medição de Força Muscular 
No início e no final do experimento, todos os animais foram submetidos à 
análise funcional de força. Para análise da força dos camundongos foi utilizado um 
aparelho (New Primer, São Paulo, Brasil) composto por: uma base onde o animal é 
colocado, uma barra de tração ligada a um transdutor de força (o qual mediu a força de 
tração aplicada à barra), e um aparelho chamado amplificador de pico de tração, que 
apresenta um display digital responsável por registrar a tração máxima (expresso em 
kilogramas) aplicada à barra feita pelo animal imediatamente antes dele se soltar. O 










O camundongo é colocado sobre a base do aparelho, em frente à barra de 
tração de forma triangular. Instintivamente, o camundongo segurou-a com suas patas 
dianteiras enquanto a sua cauda se mantém fixa. Assim que o animal traciona o triângulo 
de tração, o resultado é obtido através da média de cinco medidas, fornecendo, assim, a 
pontuação de força (Fig. 2). A análise de força foi realizada no 14º e 28º dia de vida dos 
animais e a média da força obtida foi normalizada pelo peso de cada animal. 
 
Figura 2. Medidor de esforço horizontal, equipamento utilizado para medir a força muscular. 
 
3.5 Dosagem de Creatina-Quinase (CK), IL-1β e IL-6 em Amostras de Sangue 
Após os tratamentos, os animais (n=10 de cada grupo) foram anestesiados 
como descrito anteriormente. A seguir, amostras de sangue foram coletadas por punção 
cardíaca. Parte das amostras foi utilizada para determinar a atividade de CK e a outra 
parte foi utilizada para dosagem das citocinas IL-1β e IL-6. 
 
3.5.1 Determinação da atividade de CK 
As amostras foram centrifugadas (centrifuga refrigerada Sigma® 3-18K) a 







de CK através do kit CK Cinético Crystal, BioClin, Ireland. As absorbâncias das amostras 
foram lidas a 25°C utilizando-se o equipamento BioTek Spectrophotometer (BioTek 
Instruments Inc., Winooski, VT, USA) com comprimento de onda de 340 nm, conforme 
descrito por (Matsumura, Pertille et al. 2009). 
 
3.5.2 Dosagem das citocinas IL-1β e IL-6 por método imunoenzimático 
As amostras foram centrifugadas (centrifuga refrigerada Sigma® 3-18K) a 
3000 rpm, por 10 minutos. O plasma obtido foi utilizado para determinar a dosagem de 
IL-1β e IL-6 (Plomgaard, Nielsen et al. 2007), utilizando-se kits ELISA (Sigma-Aldrich). 
As absorbâncias das amostras foram lidas utilizando-se o equipamento Multi-Mode 
Microplate Reader Model Synergy H1M (Bio-Tek Instruments) com comprimento de 
onda de 450 nm.  
A dose mínima detectável de IL-1β foi determinada para ser de 5 pg/ml e a 
dose mínima detectável de IL-6 foi determinada para ser de 2pg/ml.  
 
3.6 Análise Morfológica 
Após os tratamentos, os animais (n=5 de cada grupo) foram anestesiados por 
via intraperitoneal com solução de cloridrato de xilazina 2% (Vyrbaxyl, Virbac) e 
cloridrato de quetamina (Francotar, Virbac) na proporção de 1:1 e dose de 0,1 mL/30 g 
de peso corporal. Os músculos Diafragma (DIA), Esternomastóide (STN) e Tibial 
Anterior (TA) foram retirados, congelados em n-Hexano resfriado a -90ºC, transferidos 
para nitrogênio líquido e, posteriormente, armazenados em biofreezer a –80ºC. Para 
obtenção dos cortes em criostato (Leica CM1850) os músculos foram mantidos a -25ºC, 
seccionados transversalmente em criostato na espessura de 8 µm e coletados em lâmina. 
Foram obtidas 10 lâminas com 12 cortes dos músculos DIA, STN e TA dos referidos 
grupos experimentais. Dessas, foram utilizadas 02 lâminas para cada uma das seguintes 
análises: coloração com Hematoxilina e Eosina, imunofluorescência por F4/80 (marcador 
de macrófagos), quantidade de fibras degeneradas marcadas com o anticorpo anti-mouse 
IgG-FITC, quantidade de lipofuscina e incubação com Dihydroetídio (DHE). Cada 








3.6.1 Hematoxilina e eosina (HE) 
As lâminas coradas com HE foram observadas em microscópio de luz, com 
avaliação do número de fibras que apresentaram núcleo central - indicativo de fibras 
musculares regeneradas (Torres and Duchen 1987) e de fibras com núcleo periférico 
(característica de fibras normais). Os cortes foram completamente fotografados em 
microscópio óptico de luz (Nikon Eclipse TS100) conectado a uma câmera de vídeo 
(Nikon DS-Ri1) em objetiva de 20X e a um computador com o software NIS-elements 
AR Advances Research e posteriormente foram analisados.  Todas as fibras dos cortes 
(fibras normais e regeneradas) foram contadas para estimar a população total de fibras de 
cada músculo, possibilitando a obtenção da porcentagem de fibras normais e regeneradas 
dos animais empregados no experimento. Também foram delimitadas as áreas de 
inflamação/regeneração (Infl/Reg) e a área total do músculo.  
 
3.6.2 Imunofluorescência por anticorpo F4/80 
As lâminas incubadas com anticorpo F4/80 foram utilizadas para detecção de 
macrófagos. Os cortes foram completamente fotografados em microscópio de 
fluorescência (Nikon Eclipse TS100) conectado a uma câmera de vídeo (Nikon DS-Ri1) 
em objetiva de 20X e a um computador com o software NIS-elements AR Advances 
Research e foi realizada a medição das áreas, em μm2, contendo a marcação do F4/80. 
A marcação dos macrófagos foi baseada no protocolo de (Villalta, Nguyen et 
al. 2009). Os músculos foram fixados em formalina 9% por 20 segundos, lavados com 
TBST 0,1M 3x por 5 min e bloqueados com BSA 3% diluído em TBST por 1 h. Em 
seguida, os cortes foram lavados e incubados por 30 min com anti F4/80 (MCA497G - 
AbD Serotec), diluição 1:200, overnight, a 4 ºC. Posteriormente lavados 3x em TBST 
0,1M por 5 min e incubados com o anticorpo secundário específico conjugado com Texas 
Red (diluição 1:250; Vector Laboratories) por 1 h, à temperatura ambiente. Os cortes 
foram lavados 3x em TBST 0,1 M por 5 min e as lâminas montadas com DABCO 
(Sigma). As lâminas foram visualizadas em microscópio invertido de fluorescência 








3.6.3 Anticorpo qnti-mouse IgG-FITC para marcação de fibras em 
degeneração 
As lâminas foram incubadas com anti-mouse IgG conjugado com 
fluoresceína (F4143 – Sigma-Aldrich) para detecção de fibras em degeneração (Rafael-
Fortney, Chimanji et al. 2011). Os cortes foram analisados em microscópio invertido de 
fluorescência (Nikon Eclipse TS100), objetiva de 20X, conectado a uma câmera de vídeo 
(Nikon DS-Ri1). Através do software NIS-elements AR Advances Research o número de 
fibras marcadas internamente com o anticorpo foi contado e expresso em porcentagem 
em relação ao número total de fibras. Para a marcação das fibras necróticas, os cortes 
foram lavados em PBS 3x por 5 min e bloqueados com BSA 3% por 30 min. 
Posteriormente, foram incubados com o anticorpo anti-mouse IgG conjugado com FITC 
(Sigma), diluição 1:100, por 1 h. Após lavagem, as lâminas foram montadas em DABCO 
(Sigma). 
 
3.6.4 Grânulos de lipofuscina 
 A lipofuscina resulta da degradação oxidativa de macromoléculas e serve 
como indicativo de estresse oxidativo (Nakae, Stoward et al. 2004, Nakae, Dorchies et al. 
2012). Uma vez que a lipofuscina é auto-fluorescente, secções transversais dos músculos 
DIA, STN e TA foram montadas diretamente em meio de montagem DABCO (Sigma), 
para fluorescência, sob lamínula. Os cortes foram analisados em microscópio invertido 
de fluorescência (Nikon Eclipse TS100), com uma objetiva de 40X, conectado a uma 
câmera de vídeo (Nikon DS-Ri1). O número total de grânulos de lipofuscina e área de 
tecido foi determinado em cada corte transversal de todos os grupos experimentais, 
usando o software AR Advances Research da NIS-elements. Considerando que os cortes 
musculares tinham uma espessura uniforme de 8 µm, o número de grânulos de lipofuscina 
autofluorescentes foi calculado por mm3 nos músculos estudados. 
  
3.6.5 Reação dihidroetídio (DHE) para detecção de EROs (O2•-) 
A produção de EROs, ânion superóxido (O2•-) especificamente, foi 
determinada por incubação dos cortes histológicos com 5 μl de DHE em PBS a 37◦C 







através da mensuração de pixels excedente a um limite (70-255 de comprimento de onda), 
que foi ajustado de forma a eliminar a interferência de qualquer fluorescência de fundo. 
Os cortes foram analisados em microscópio invertido de fluorescência (Nikon Eclipse 
TS100), objetiva de 10X, conectado a uma câmera de vídeo (Nikon DS-Ri1). Através do 
software NIS-elements AR Advances Research, a intensidade de DHE reativo por área 
do músculo foi quantificada em porcentagem em relação à área total do corte. 
 
3.7 Quantificação de TNF-α, NF-κB, 4-HNE, SOD2, Catalase e GR 
Os músculos DIA, STN e TA dos camundongos dos 5 grupos experimentais 
foram homogeneizados em 2 ml de tampão para homogeneização (Triton X-100 1%, Tris-
HCl 100 mM (pH 7,4), pirofosfato de sódio 100mM, fluoreto de sódio 100mM, EDTA 
10mM, ortovanadato de sódio 10 mM, PMSF 2 mM e 0,1 mg/ml de aprotinina) a 4 ºC 
usando homogeneizador tipo Polytron PTA 20S (modelo PT 10/35; Kinematica Ag) 
operando em velocidade máxima por 30 segundos. Os extratos foram centrifugados a 
11000 rpm a 4 ºC por 20 min e os sobrenadantes foram utilizados para análise do extrato 
total. A determinação de proteína foi realizada pelo método de (Bradford 1976). As 
amostras do extrato proteico foram tratadas com tampão Laemmli (azul de bromofenol 
0,1% e fosfato de sódio 1 M pH 7,0, glicerol 50% e SDS 10%), acrescido de ditiotreitol 
100 mM, aquecidas em banho seco a 100°C por 5 min e centrifugadas por 1 min. Em 
seguida, 30 µg de proteínas totais foram aplicados em gel SDS-poliacrilamida a 12% em 
aparelho para eletroforese da Bio-Rad (mini-Protean, Bio-Rad Laboratories, Richmond, 
CA, EUA). A eletrotransferência do gel para a membrana de nitrocelulose foi realizada 
em 90 minutos a 120 V (constante) em aparelho de transferência da Bio-Rad. As 
membranas foram incubadas com solução basal (Trisma base 10 mM, cloreto de sódio 
150 mM e Tween-20 0,02%) contendo 5% de leite desnatado, por 2 horas em temperatura 
ambiente para reduzir a ligação não específica de proteínas. Posteriormente, foram 
incubadas com 10µl de anticorpo primário diluído em 10 ml de solução basal contendo 
3% de leite desnatado a 4 ºC overnight. No dia seguinte, as membranas foram lavadas por 
30 minutos com solução basal e incubadas em 10 ml de solução basal contendo 1% de 
leite desnatado e 2,5µg de anticorpo secundário por duas horas em temperatura ambiente. 
Posteriormente, as membranas foram novamente lavadas por 30 minutos com solução 







quimioluminescência (Super Signal West Pico Chemiluminescente, Pierce) por 5 
minutos, e o sinal fluorescente capturado no equipamento G-Box (GeneSys). A 
quantificação da densitometria óptica foi verificada por meio do software GeneSys. 
Para a normalização dos dados obtidos foi realizado o controle interno através 
da incubação das membranas com o anticorpo GAPDH (FL-335, rabbit polyclonal 
antibody, Santa Cruz Biotechnology). O protocolo consiste na reutilização das 
membranas empregadas para marcação de TNF-α, NF-κB, 4-HNE, SOD2, Catalase e GR. 
Para tanto, as referidas membranas foram lavadas com TBST (solução basal) 3 vezes, por 
10 min. Em seguida, foram incubadas com 10 mL de Stripping Buffer  contendo (10 mM 
Tris-HCl pH 7.5; β-Mercaptoethanol 0.1 M; Uréia 8 M) durante 1 hora, à 60 °C. Após 
esse período, as membranas foram reequilibradas e lavadas com TBST. A seguir foram 
incubadas com 10 g do anticorpo primário GAPDH e 2,5 g do anticorpo secundário, 




Anticorpos primários utilizados: 
Código Anticorpo Tipo Marca 
AB2148P TNF-α Policlonal Millipore 
C-20 NF-κB Policlonal Santa Cruz Biotechnology 
P-16 4-HNE Policlonal Santa Cruz Biotechnology 
FL-335 GAPDH Policlonal Santa Cruz Biotechnology 
SAB2102261-50UG Anti-SOD2 Policlonal Sigma-Aldrich 
C0979 Anti-Catalase Monoclonal Sigma-Aldrich 
SAB2100980-50UG Anti-GSR policlonal Sigma-Aldrich 
Tabela 1: Relação dos anticorpos primários utilizados no Western Blotting. 
 







Código Anticorpo Tipo Marca 
04-15-06 Goat anti-rabbit IgG-HRP Policlonal KPL 
04-18-06 Goat anti-mouse IgG-HRP Policlonal KPL 
14-13-06 Rabbit anti-goat IgG-HRP Policlonal KPL 
Tabela 2: Relação dos anticorpos secundários utilizados no Western Blotting. 
 
3.8 Dosagem de Grupamentos Sulfidrila – GSH 
As amostras foram centrifugadas (12000 rpm, a 4°C, por 15 minutos) e o 
sobrenadante diluído (1:10) em tampão fosfato de sódio (0, 1 M, pH = 7,4). Em seguida, 
foi realizada a leitura da absorbância de 100 µl da amostra, acrescidos de 100 µl de 
solução de Tris (1,0 mM) e EDTA (0,02 mM), a um comprimento de onda de 412 nm 
(A1). Após esta leitura, foram adicionados 20 µl de ácido 5,5 ditiobis (2-nitrobenzóico) 
diluído em metanol (DTNB – 0,01mM) e, então, foi realizada uma nova leitura (A2), a 
412 nm, após 15 min de reação, para determinação de grupamentos sulfidrila não 
protéicos (GSH). A concentração de grupamentos sulfidrila (tiol) é dada por (A1-A2) 
x1,57 (Faure and Lafond 1995). 
 
3.9 Análise Estatística 
Para análise estatística foi aplicado o teste ANOVA One Way seguido do 
teste Tukey para as devidas comparações entre os grupos, e os dados apresentados por 
meio de média e desvio padrão e um intervalo de confiança de 95%, p≤0,05. Toda a 
análise estatística foi feita utilizando o software Graph Pad Prism 5 (Graph Pad 











Comparando o peso dos animais dos grupos estudados, aos 14 dias de vida, 
início do tratamento, não observou-se diferença estatística com relação ao ganho de peso 
entre os grupos. Também não houve diferença estatística no ganho de peso referente ao 
período de tratamento nos diferentes grupos estudados (Tab. 3). 
 
Ctrl mdx mdxP mdxD mdxVE mdxVED 
14 dias 6,77 ± 0,53 6,41 ± 0,49 7,07 ± 0,61 6,85 ± 0,90 7,26 ±0,34 6,80 ± 0,52 
28 dias 13,40 ± 1,13 12,32 ± 1,24 12,55 ±0,49 12,74 ± 1,68 13,03 ± 0,74 12,37 ± 0,91 
Ganho de 
Peso 
97,9 % 92,2 % 71,8 % 86,2% 79,6 % 82,0 % 
Tabela 3: Peso dos animais (g) aos 14 e 28 dias de vida e percentual do ganho de peso no período de 
tratamento. (One-way Anova, pós teste de Tukey HSD). 
 
4.2 Determinação da Força Muscular 
Ao comparar a determinação da força muscular no 14º dia de vida, antes do 
início do tratamento, observou-se que não houve diferença estatística entre os grupos 
experimentais. Já no 28º dia de vida, após o período de tratamento, o grupo mdx 
apresentou uma perda de força de 22,15% comparado com o grupo Ctrl. Quando 
comparado ao grupo mdx, os grupos mdxD e mdxVED apresentaram um ganho de força 
significativo de 35,24% e 38,12%, respectivamente. Os grupos mdxP e mdxVE 
apresentaram ganho não significativo de 3,31% e 17,70%, respectivamente, quando 









Figura 3. Determinação da força Muscular. 14º dia - início dos tratamentos; 28º dia - fim dos tratamentos;  
Valores expressos com média ± desvio padrão (n=5 camundongos por grupo). mdx: camundongo tratados 
com solução salina; mdxP: camundongos tratados com Prednisona. mdxD: camundongos tratados com 
Diacereína. mdxVE: camundongos tratados com Vitamina E. mdxVED: camundongos tratados com 
Diacereína + Vitamina E. Ganho Força/período: Porcentagem de ganho de força muscular no período de 
tratamento a: difere do grupo Ctrl   p ≤0,05; b: difere do grupo mdx  p ≤0,05; c: difere do grupo mdxP  p 
≤0,05, (One-way Anova, pós teste de Tukey HSD). 
 
   
4.3 Degeneração 
Todos os grupos mdx tratados apresentaram redução dos níveis plasmáticos 
de CK, quando comparados ao grupo mdx. Quando comparados ao grupo Ctrl, apenas os 
grupos mdx tratados com Diacereína e com a combinação de Vitamina E e Diacereína 
apresentaram uma elevação não significativa. Ainda com relação aos grupos mdx tratados 
com Predinisona, Diacereína, Vitamina E e com a associação da Diacereína com a 
Vitamina E, observa-se uma diminuição significativa de 44,94%, 66,11%, 32,23% e 









Figura 4. Quantificação dos níveis plasmáticos de Creatina Kinase (CK). Ctrl: camundongos C57BL/10 
utilizados como controle; mdx: camundongo tratados com solução salina; mdxP: camundongos tratados 
com Prednisona. mdxD: camundongos tratados com Diacereína. mdxVE: camundongos tratados com 
Vitamina E. mdxVED: camundongos tratados com Diacereína + Vitamina E. a: difere do grupo Ctrl   p 
≤0,05; b: difere do grupo mdx  p ≤0,05; d: difere do grupo mdxD p ≤0,05; e: difere do grupo mdxVE   p 
≤0,05, (One-way Anova, pós teste de Tukey HSD). 
 
 
4.3.1 Quantificação de fibras em degeneração marcadas com anticorpo anti-
mouse IgG-FITC 
   
4.3.1.1  Análise qualitativa 
No músculo DIA do grupo Ctrl (Fig. 5A) não observa-se a presença de fibras 
em degeneração (com marcação positiva para IgG). Nos grupos mdx, mdxP (Figs. 5B, 
5C) é possível observar a presença de grande quantidade destas fibras, enquanto nos 
grupos mdxD, mdxVE e mdxVED (Figs. 5D, 5E, 5F) observs-se apenas uma pequena 
quantidade de fibras em degeneração com marcação positiva para IgG, se comparado com 
os grupos mdx, mdxP (Fig. 5). 
No músculo STN do grupo Ctrl (Fig. 6A) não observa-se a presença de fibras 
em degeneração (com marcação positiva para IgG). Nos grupos mdx, mdxP, mdxD (Figs. 
6B, 6C, 6D) é possível observar a presença de grande quantidade destas fibras, enquanto 
nos grupos mdxVE, mdxVED (Figs. 6E, 6F) observa-se uma quantidade 
significativamente menor, se comparado com os grupos mdx, mdxP, mdxD (Fig. 6). 
No músculo TA do grupo Ctrl (Fig. 7A), não observa-se a presença de fibras 
em degeneração (com marcação positiva para IgG). Nos grupos mdx, mdxP, mdxD, 
mdxVE e mdxVED, respectivamente, observa-se a presença decrescente na quantidade 











Figura 5. Fibras em degeneração, com marcação positiva para IgG (seta branca). Cortes transversais do 
músculo DIA dos diferentes grupos experimentais. A: camundongos C57BL/10 utilizados como controle; 
B: camundongos mdx tratado com solução salina; C: camundongos mdx tratados com Prednisona. D: 
camundongos mdx tratados com Diacereína. E: camundongos mdx tratados com Vitamina E. F: 










Figura 6. Fibras em degeneração com marcação positiva para IgG (seta branca). Cortes transversais do 
músculo STN dos diferentes grupos experimentais. A: camundongos C57BL/10 utilizados como controle; 
B: camundongos mdx tratado com solução salina; C: camundongos mdx tratados com Prednisona. D: 
camundongos mdx tratados com Diacereína. E: camundongos mdx tratados com Vitamina E. F: 








Figura 7. Fibras em degeneração com marcação positiva para IgG (seta branca). Cortes transversais do 
músculo TA dos diferentes grupos experimentais. A: camundongos C57BL/10 utilizados como controle; 
B: camundongos mdx tratado com solução salina; C: camundongos mdx tratados com Prednisona. D: 
camundongos mdx tratados com Diacereína. E: camundongos mdx tratados com Vitamina E. F: 









4.3.1.2 Análise quantitativa 
No músculo DIA, o grupo mdx apresentou um aumento significativo no 
percentual de fibras em degeneração (com marcação positiva para IgG), quando 
comparado ao Ctrl. Ns grupos mdxD, mdxVE e mdxVED houve uma redução significativa 
de 69,41%, 97,63% e 99,66%, respectivamente, quando comparado ao grupo mdx. O 
grupo mdxP apresentou uma redução de 49,96%, porém a redução no percentual destas 
fibras não foi significativa, quando comparado ao grupo mdx (Fig. 8A).  
Já no músculo STN, o grupo mdx apresentou um aumento significativo no 
percentual de fibras em degeneração (com marcação positiva para IgG), comparado ao 
Ctrl. Os grupos mdxVE e mdxVED apresentaram uma redução significativa de 85,44% e 
86,08%, respectivamente, comparado ao grupo mdx (Fig. 8B).  
Por fim, no músculo TA, o grupo mdx apresentou aumento significativo no 
percentual de fibras em degeneração (com marcação positiva para IgG), comparado ao 
Ctrl, semelhante ao observado no grupo mdxP. Os grupos mdxD, mdxVE e mdxVED 
apresentaram uma redução significativa de 86,55%, 74,69% e 97,92%, respectivamente, 










Figura 8. Percentual de fibras em degeneração com marcação positiva para IgG. A: músculo DIA, B: 
músculo STN e C: músculo TA. Valores expressos com média ± desvio padrão (n=5 camundongos por 
grupo). Ctrl: camundongos C57BL/10 utilizados como controle; mdx: camundongo tratados com solução 
salina; mdxP: camundongos tratados com Prednisona. mdxD: camundongos tratados com Diacereína. 
mdxVE: camundongos tratados com Vitamina E. mdxVED: camundongos tratados com Vitamina E + 
Diacereína. a: difere do grupo Ctrl   p ≤0,05; b: difere do grupo mdx  p ≤0,05; c: difere do grupo mdxP,  p 
≤0,05, (One-way Anova, pós teste de Tukey HSD). 
 
 
4.3.2 Quantificação de núcleos centrais e cúcleos periféricos por HE 
4.3.2.1 Análise qualitativa 
No músculo DIA do grupo Ctrl (Fig. 9A) observou-se apenas a presença de 
fibras com núcleos periféricos. Em todos os grupos tratados (Figs. 9B, 9C, 9D, 9E, 9F) 
observou-se a presença de fibras com núcleos periféricos, que é um indicativo de 
normalidade, fibras com núcleos centrais, indicativo de fibras regeneradas.  
No músculo STN do grupo Ctrl (Fig. 10A) observou-se apenas a presença de 
fibras com núcleos periféricos. Nos grupos mdx tratados (Figs. 10B, 10C, 10D, 10E, 10F) 







No músculo TA do grupo Ctrl (Fig. 11A) observou-se apenas a presença de 
fibras com núcleos periféricos. Nos grupos tratados (Figs.  11B, 11C, 11D, 11E, 11F) 
observou-se a presença de fibras com núcleos periféricos e fibras com núcleos centrais.  
 
Figura 9. Coloração em HE, mostrando fibras com núcleo central (cabeça de seta) e fibras com núcleo 
periférico (seta). Cortes transversais do músculo DIA dos diferentes grupos experimentais. A: 
camundongos C57BL/10 utilizados como controle; B: camundongos mdx tratado com solução salina; C: 
camundongos mdx tratados com Prednisona. D: camundongos mdx tratados com Diacereína. E: 









Figura 10. Coloração em HE, mostrando fibras com núcleo central (cabeça de seta) e fibras com núcleo 
periférico (seta). Cortes transversais do músculo STN dos diferentes grupos experimentais. A: 
camundongos C57BL/10 utilizados como controle; B: camundongos mdx tratado com solução salina; C: 
camundongos mdx tratados com Prednisona. D: camundongos mdx tratados com Diacereína. E: 









Figura 11. Coloração em HE, mostrando fibras com núcleo central (cabeça de seta) e fibras com núcleo 
periférico (seta). Cortes transversais do músculo TA dos diferentes grupos experimentais. A: camundongos 
C57BL/10 utilizados como controle; B: camundongos mdx tratado com solução salina; C: camundongos 
mdx tratados com Prednisona. D: camundongos mdx tratados com Diacereína. E: camundongos mdx 








4.3.2.2 Análise quantitativa 
Núcleos centrais 
No músculo DIA, ao comparar o percentual de núcleos centrais presentes nos 
grupos mdx tratados com o grupo mdx, o grupo mdxP apresentou uma diminuição de 
39,56%, o grupo mdxD 69,45%, o grupo mdxVE 16,13% e o grupo mdxVED 63,2%. A 
redução foi significativa apenas no grupo mdxD (Fig. 12A). 
No músculo STN, ao comparar o percentual de núcleos centrais presentes nos 
grupos tratados com o grupo mdx, o grupo mdxP apresentou um aumento de 16,9%. Nos 
grupos mdxD, mdxVE e mdxVED observou-se uma redução de 55,82%, 20,2% e 24,61%, 
respectivamente.  Apenas o grupo mdxD apresentou redução significativa quando 
comparado ao grupo mdx. Os grupos mdxVE e mdxVED apresentaram uma redução 
significativa em relação ao grupo mdxP (Fig. 12B). 
Já no músculo TA, ao comparar o percentual de núcleos centrais presentes 
nos grupos tratados com o grupo mdx, o grupo mdxP apresentou uma redução de 29,63%, 
o grupo mdxD de 61,33%, o grupo mdxVE de 41,69% e o grupo mdxVED de 28,01%. 









Figura 12. Percentual de fibras com núcleo centralizado. A: músculo DIA, B: músculo STN e C: músculo 
TA. Valores expressos com média ± desvio padrão (n=5 camundongos por grupo). Ctrl: camundongos 
C57BL/10 utilizados como controle; mdx: camundongo tratados com solução salina; mdxP: camundongos 
tratados com Prednisona. mdxD: camundongos tratados com Diacereína. mdxVE: camundongos tratados 
com Vitamina E. mdxVED: camundongos tratados com Diacereína + Vitamina E.  a: difere do grupo Ctrl   
p ≤0,05; b: difere do grupo mdx  p ≤0,05; c: difere do grupo mdxP  p ≤0,05; d: difere do grupo mdxD  p 




No músculo DIA, o percentual de núcleos periféricos, o grupo mdx 
apresentou uma redução significativa de 6,71%. Comparados com o grupo mdx, o grupo 
mdxP apresentou um aumento de 2,87%, o grupo mdxD 5,04%, o grupo mdxVE 1,17% e 
o grupo mdxVED 4,58%. O aumento só foi estatisticamente significativo no grupo mdxD 
(Fig. 13A). 
No músculo STN, o grupo mdx apresentou uma redução de 36,46% no 
percentual de núcleos periféricos. Comparado com o grupo mdx, o grupo mdxP 







percentual de núcleos periféricos, sendo que o grupo mdxVE aumentou 11,82%, o grupo 
mdxD 32,67% e o grupo mdxVED 14,41%. Apenas o grupo mdxD teve um aumento 
estatisticamente significativo comparado ao grupo mdx. Os grupos mdxVE e mdxVED 
apresentaram um aumento significativo em relação ao grupo mdxP (Fig. 13B). 
Já o músculo TA do grupo mdx apresentou uma redução de 32,13% no 
percentual de núcleos periféricos, em relação ao grupo Ctrl. Comparados com o grupo 
mdx, o grupo mdxP apresentou um aumento de 14,08%, o grupo mdxD de 29,15%, o 
grupo mdxVE de 19,81%, e o grupo mdxVED 13,31%. Apenas o grupo mdxD teve um 
aumento estatisticamente significativo comparado ao grupo mdx. (Fig. 13C). 
 
 
Figura 13. Percentual de fibras com núcleo periférico. A: músculo DIA, B: músculo STN e C: músculo 
TA. Valores expressos com média ± desvio padrão (n=5 camundongos por grupo). Ctrl: camundongos 
C57BL/10 utilizados como controle; mdx: camundongo tratados com solução salina; mdxP: camundongos 
tratados com Prednisona. mdxD: camundongos tratados com Diacereína. mdxVE: camundongos tratados 
com Vitamina E. mdxVED: camundongos tratados com Diacereína + Vitamina E.  a: difere do grupo Ctrl   
p ≤0,05; b: difere do grupo mdx  p ≤0,05; c: difere do grupo mdxP  p ≤0,05; d: difere do grupo mdxD  p 









4.4 Inflamação Muscular 
4.4.1 Quantificação da área de inflamação por HE 
4.4.1.1 Análise qualitativa 
O músculo DIA do grupo Ctrl não apresentou redução das áreas com 
infiltrado inflamatório (Fig. 14A). Nos grupos mdx, mdxP, mdxD, mdxVE e mdxVED 
observou-se área de infiltrado inflamatório (Figs. 14B, 14C, 14D, 14E, 14F). Em todos 
os grupos tratados, mdxP, mdxD, mdxVE e mdxVED, houve redução na área de 
inflamação quando comparados ao grupo mdx, sendo que a redução mais expressiva 
aconteceu nos grupos mdxD e mdxVED (Figs. 14D, 14F). 
No músculo STN do grupo Ctrl não observou-se áreas com infiltrado 
inflamatório (Fig. 15A). Todos os grupos mdx tratados (Figs. 15B, 15C, 15D, 15E, 15F) 
apresentram áreas de infiltrado inflamatório. Todos os grupos tratados, mdxP, mdxVE, 
mdxD e mdxVED  apresentaram redução na área de inflamação quando comparados ao 
grupo mdx, sendo que os dois últimos apresentaram uma redução mais expressiva (Figs. 
15D, 15F). 
No músculo TA do grupo Ctrl (Fig. 16A) não observou-se áreas de 
inflamação. Já os grupos mdxP, mdxD, mdxVE e mdxVED (Fig. 16C, 16D, 16E, 16F) 
apresentaram redução na área de inflamação quando comparados ao grupo mdx, sendo 











Figura 14. Coloração em HE, mostrando áreas de inflamação (área demarcada). Cortes transversais do 
músculo DIA dos diferentes grupos experimentais. A: camundongos C57BL/10 utilizados como controle; 
B: camundongos mdx tratado com solução salina; C: camundongos mdx tratados com Prednisona. D: 
camundongos mdx tratados com Diacereína. E: camundongos mdx tratados com Vitamina E. F: 











Figura 15. Coloração em HE, mostrando áreas de inflamação (área demarcada). Cortes transversais do 
músculo STN dos diferentes grupos experimentais. A: camundongos C57BL/10 utilizados como controle; 
B: camundongos mdx tratado com solução salina; C: camundongos mdx tratados com Prednisona. D: 
camundongos mdx tratados com Diacereína. E: camundongos mdx tratados com Vitamina E. F: 










Figura 16. Coloração em HE, mostrando áreas de inflamação (área demarcada). Cortes transversais do 
músculo TA dos diferentes grupos experimentais. A: camundongos C57BL/10 utilizados como controle; 
B: camundongos mdx tratado com solução salina; C: camundongos mdx tratados com Prednisona. D: 
camundongos mdx tratados com Diacereína. E: camundongos mdx tratados com Vitamina E. F: 








4.4.1.2 Análise quantitativa 
No músculo DIA do grupo mdx identificamos um aumento significativo na 
área de inflamação se comparado ao Ctrl. Já os grupos mdx tratados apresentaram redução 
significativa desta área quando comparados ao grupo mdx, sendo que o grupo mdxP 
reduziu 67,59%, o grupo mdxD 98,24%, mdxVE 74,7% o grupo e o grupo mdxVED 
98,02% (Fig. 17A).  
Já músculo STN do grupo mdx identificamos um aumento significativo na 
área de inflamação se comparado ao Ctrl. Já os grupos tratados apresentaram redução 
desta área quando comparados ao grupo mdx, sendo que o grupo mdxP reduziu 28,34%, 
o grupo mdxD 98,15%, o grupo mdxVE 61,66% e o grupo mdxVED 94,68%. A redução 
foi significativa nos grupos, mdxD e mdxVED (Fig. 17B).  
Por fim, no músculo TA do grupo mdx identificamos um aumento 
significativo na área de inflamação se comparado ao Ctrl. Já os grupos mdxD, mdxVE e 
mdxVED apresentaram redução significativa de 97,55%, 75,58% e 96,72%, 
respectivamente, na área de inflamação quando comparados ao grupo mdx. O grupo mdxP 
apresentou redução não significativa de 46% na área de inflamação quando comparado 








Figura 17. Percentual da área de inflamaçã. A: músculo DIA, B: músculo STN e C: músculo TA. Valores 
expressos com média ± desvio padrão (n=5 camundongos por grupo). Ctrl: camundongos C57BL/10 
utilizados como controle; mdx: camundongo tratados com solução salina; mdxP: camundongos tratados 
com Prednisona. mdxD: camundongos tratados com Diacereína. mdxVE: camundongos tratados com 
Vitamina E. mdxVED: camundongos tratados com Diacereína + Vitamina E.  a: difere do grupo Ctrl   p 




4.4.2 Imunofluorescência por anticorpo F4/80 
4.4.2.1 Análise qualitativa 
No músculo DIA do grupo Ctrl (Fig. 18A) observou-se a presença de 
macrófagos isolados e em pequena quantidade, não sendo observado nenhum infiltrado. 
Nos grupos mdx, mdxP, mdxVE (Figs. 18B, 18C, 18E) observou-se a presença de grande 







18D, 18F) é possível observar uma pequena quantidade de macrófagos, se comparado 
com os grupos mdx, mdxP, mdxVE. 
De forma semelhando à análise anterior, no músculo STN do grupo Ctrl (Fig. 
19A) observou-se apenas a presença de macrófagos isolados e em pequena quantidade. 
Nenhum infiltrado foi observado. Nos grupos mdx, mdxP, mdxVE (Figs. 19B, 19C, 19E), 
uma grande presença de macrófagos, isolados e em infiltrados foram observados. Nos 
grupos mdxD, mdxVED, tratados com anti-inflamatório, (Figs. 19D, 19F), observou-se 
uma pequena quantidade de macrófagos quando comparado com os grupos mdx, mdxP, 
mdxVE. 
Também no músculo TA do grupo Ctrl (Fig. 20A), observou-se a presença de 
macrófagos isolados e em pequena quantidade, não sendo observado nenhum infiltrado, 
como já observado nas análises anteriores. Os grupos mdx, mdxP, mdxVE (Figs. 20B, 
20C, 20E), apresentaram nos músculos TA grande presença na quantidade de macrófagos 
isolados e em infiltrados. Nos grupos mdxD, mdxVED (Figs. 20D, 20F), uma pequena 
quantidade de macrófagos foi observado, se comparado com os grupos mdx, mdxP, 











Figura 18. Anticorpo F4/80, mostrando a presença de macrófagos (seta branca). Cortes transversais do 
músculo DIA dos diferentes grupos experimentais. A: camundongos C57BL/10 utilizados como controle; 
B: camundongos mdx tratado com solução salina; C: camundongos mdx tratados com Prednisona. D: 
camundongos mdx tratados com Diacereína. E: camundongos mdx tratados com Vitamina E. F: 










Figura 19. Anticorpo F4/80, mostrando a presença de macrófagos (seta branca). Cortes transversais do 
músculo STN dos diferentes grupos experimentais. A: camundongos C57BL/10 utilizados como controle; 
B: camundongos mdx tratado com solução salina; C: camundongos mdx tratados com Prednisona. D: 
camundongos mdx tratados com Diacereína. E: camundongos mdx tratados com Vitamina E. F: 










Figura 20. Anticorpo F4/80, mostrando a presença de macrófagos (seta branca). Cortes transversais do 
músculo TA dos diferentes grupos experimentais. A: camundongos C57BL/10 utilizados como controle; 
B: camundongos mdx tratado com solução salina; C: camundongos mdx tratados com Prednisona. D: 
camundongos mdx tratados com Diacereína. E: camundongos mdx tratados com Vitamina E. F: 








4.4.2.2 Análise quantitativa 
No músculo DIA do grupo mdx identificamos um aumento significativo no 
percentual da área de macrófagos, comparado ao Ctrl. Já todos os grupos mdx tratados 
apresentaram redução no percentual desta área quando comparados ao grupo mdx, sendo 
que o grupo mdxP reduziu 61,17%, o grupo mdxD 78,95%, o grupo mdxVE 58,05%, e o 
grupo mdxVED 77,29%. A redução foi significativa em todos os grupos tratados quando 
comparados ao grupo mdx (Fig, 21A). 
Nos grupos mdx, mdxP e mdxVE do músculo STN identificamos um aumento 
significativo no percentual da área de macrófagos, comparado ao Ctrl. Já os grupos mdxD 
e mdxVED apresentaram redução estatisticamente significativa de 80% e 83,03%, 
respectivamente, da área com presença de macrófagos quando comparados ao grupo mdx 
(Fig. 21B).  
Por fim, nos grupos mdx, mdxP e mdxVE do músculo TA verificou-se um 
aumento significativo no percentual da área de macrófagos, comparado ao Ctrl. Os grupos 
mdxD e mdxVED apresentaram redução significativa de 78,62% e 75,49%, 
respectivamente, da área com presença de macrófagos quando comparados ao grupo mdx 









Figura 21. Percentual da área de macrófagos. A: músculo DIA, B: músculo STN e C: músculo TA. 
Valores expressos com média ± desvio padrão (n=5 camundongos por grupo). Ctrl: camundongos 
C57BL/10 utilizados como controle; mdx: camundongo tratados com solução salina; mdxP: camundongos 
tratados com Prednisona. mdxD: camundongos tratados com Diacereína. mdxVE: camundongos tratados 
com Vitamina E. mdxVED: camundongos tratados com Vitamina E + Diacereína. a: difere do grupo Ctrl   
p ≤0,05; b: difere do grupo mdx  p ≤0,05; c: difere do grupo mdxP  p ≤0,05;  d: difere do grupo mdxD  p 
≤0,05; e: difere do grupo mdxVE  p ≤0,05, (One-way Anova, pós teste de Tukey HSD). 
 
 
4.4.3 Quantificação por Western Blotting 
4.4.3.1 Quantificação de TNF-α 
Foi realizada a quantificação de TNF-α no músculo DIA dos animais 
pesquisados e verificou-se um aumento significativo de 73,64% no nível relativo de TNF-
α no grupo mdx, comparado ao grupo Ctrl. Os grupos mdxP, mdxD, mdxVE e mdxVED 
apresentaram redução significativa de 39,76%, 45,34%, 25,78% e 29,60%, 
respectivamente, da proteína em relação ao grupo mdx, mostrando-se semelhantes 
estatisticamente ao grupo Ctrl. O grupo mdxD apresentou redução significativa quando 







No músculo STN dos animais pesquisados e verificou-se um aumento 
significativo no nível relativo de TNF-α nos grupos mdxP e mdxVED de 63,68% e 70,08% 
comparado ao grupo Ctrl. O grupo mdxVED apresentou um aumento significativo de 
49,20% em comparação ao grupo mdx. O grupo mdxD teve uma redução significativa 
comparado aos grupos mdxP, mdxVE e mdxVED de 47,36, 39,24% e 49,34%, 
respectivamente, (Fig. 22B). 
Já nos músculos TA dos animais estudados foram verificados aumentos 
significativos nos níveis relativos de TNF-α nos grupos mdx de 83,15%, mdxP de 68,64%,  
mdxD de 86,39%, mdxVE de 50,83% e mdxVED de 27,30% comparado ao grupo Ctrl. 
Os grupos mdxVE e mdxVED apresentaram redução significativa de 17,65% e 30,50% 
desta proteína comparado ao grupo mdx. Além de redução significativa em relação ao 
grupo mdx, o grupo mdxVE também apresentou redução significativa de 24,52% nos 










Figura 22. Níveis relativos de TNF-α. A: músculo DIA; B: músculo STN; C: músculo TA. Valores 
expressos com média ± desvio padrão (n=5 camundongos por grupo). Ctrl: camundongos C57BL/10 
utilizados como controle; mdx: camundongo tratados com solução salina; mdxP: camundongos tratados 
com Prednisona. mdxD: camundongos tratados com Diacereína. mdxVE: camundongos tratados com 
Vitamina E. mdxVED: camundongos tratados com Vitamina E + Diacereína. a: difere do grupo Ctrl   p 
≤0,05; b: difere do grupo mdx  p ≤0,05; c: difere do grupo mdxP  p ≤0,05; d: difere do grupo mdxD p ≤0,05, 
(One-way Anova, pós teste de Tukey HSD). 
 
4.4.3.2 Quantificação de NF-kB 
As amostras dos músculos DIA foram analisadas e verificou-se um aumento 
significativo de 28,69% no nível relativo de NF-kB no grupo mdx, se comparado ao grupo 
Ctrl. Os grupos mdxP, mdxD, mdxVE e mdxVED apresentaram uma redução não 
significativa de 17,89%, 11,17%, 9,82% e 11,94%, respectivamente, quando comparado 







No músculo STN do grupo mdx observou-se um aumento significativo de 
45,15% no nível de NF-kB em relação ao grupo Ctrl. Os grupos mdxVE e mdxVED 
apresentaram uma diminuição significativa de 9,82% e 11,94% nestes níveis em relação 
ao grupo mdx, comparando-se estatisticamente ao grupo Ctrl (Fig. 23B). 
No músculo TA os níveis relativos de NF-kB apresentaram um aumento 
significativo de 50,71%, 100,25% e 65,40% nos grupos mdx, mdxD e mdxVE, 
respectivamente, comparado-se ao grupo Ctrl. No grupo mdxP houve redução 
significativa de 23,65% comparando-se com o grupo mdx e o grupo mdxVED mostrou 
uma redução significativa de 34,82%, comparando-se com o grupo mdxD (Fig. 23C). 
 
 
Figura 23. Níveis relativos de NF-kB. A: músculo DIA; B: músculo STN; C: músculo TA. Valores 
expressos com média ± desvio padrão (n=5 camundongos por grupo). Ctrl: camundongos C57BL/10 
utilizados como controle; mdx: camundongo tratados com solução salina; mdxP: camundongos tratados 
com Prednisona. mdxD: camundongos tratados com Diacereína. mdxVE: camundongos tratados com 
Vitamina E. mdxVED: camundongos tratados com Vitamina E + Diacereína. a: difere do grupo Ctrl   p 
≤0,05; b: difere do grupo mdx  p ≤0,05; c: difere do grupo mdxP  p ≤0,05; d: difere do grupo mdxD p ≤0,05, 







4.4.4 Dosagem das citocinas por método imunoenzimático 
4.4.4.1 Dosagem de IL-1β e IL-6 
Os animais do grupo mdx apresentaram um aumento significativo de 277,66% 
na concentração de IL-1β no plasma sanguíneo comparado ao grupo Ctrl. Os grupos 
mdxP, mdxD, mdxVE e mdxVED apresentaram uma redução significativa de 74,67%, 
59,74%, 93,05% e 76,97%, respectivamente, em comparação ao grupo mdx, 
assemelhando-se aos níveis verificados no grupo Ctrl (Fig. 24A). 
 
4.4.4.2 Dosagem de IL-6 
Todos os grupos tratados apresentaram aumento significativo na 
concentração de IL-6 no plasma sanguíneo quando comparado ao grupo Ctrl. Apenas o 
grupo tratado com a associação de Diacereína e Vitamina E mostrou redução significativa 
de 43,78% em relação ao grupo mdx (Fig. 24B). 
 
 
Figura 24. A: Concentração de IL-1β no plasma sanguíneo; B: Concentração de IL-6 no plasma sanguíneo. 
Valores expressos com média ± desvio padrão (n=5 camundongos por grupo). Ctrl: camundongos 
C57BL/10 utilizados como controle; mdx: camundongo tratados com solução salina; mdxP: camundongos 
tratados com Prednisona. mdxD: camundongos tratados com Diacereína. mdxVE: camundongos tratados 
com Vitamina E. mdxVED: camundongos tratados com Vitamina E + Diacereína. a: difere do grupo Ctrl   p 
≤0,05; b: difere do grupo mdx  p ≤0,05; c: difere do grupo mdxP p ≤0,05; d: difere do grupo mdxD p ≤0,05, 









4.5 Estresse Oxidativo 
4.5.1 Reação com dihidroetídio (DHE) 
4.5.1.1  Análise qualitativa 
No músculo DIA do grupo Ctrl (Fig. 25A), observa-se uma leve marcação do 
DHE. Nos grupos mdx e mdxP (Figs. 25B, 25C), houve um intenso aumento na marcação, 
enquanto que no grupo mdxD (Fig. 25D), um aumento moderado e, por fim, nos grupos 
mdxVE e mdxVED (Figs. 25E, 25F), observa-se apenas uma leve marcação. 
No músculo STN do grupo Ctrl (Fig. 25A) observa-se uma leve marcação do 
DHE. Nos grupos mdx e mdxP (Figs. 26B, 26C) houve um intenso aumento na marcação, 
enquanto que no grupo mdxD (Fig. 26D) um aumento moderado e, por fim, nos grupos 
mdxVE e mdxVED (Figs. 26E, 26F) observa-se apenas uma leve marcação. 
No músculo TA do grupo Ctrl (Fig. 27A), observa-se uma leve marcação do 
DHE. Nos grupos mdx e mdxP (Figs. 27B, 27C), houve um intenso aumento na marcação, 
enquanto que no grupo mdxD (Fig. 27D) um aumento moderado e, por fim, nos grupos 













Figura 25. Intensidade de DHE. Cortes transversais do músculo DIA dos diferentes grupos experimentais. 
A: camundongos C57BL/10 utilizados como controle; B: camundongos mdx tratado com solução salina; 
C: camundongos mdx tratados com Prednisona. D: camundongos mdx tratados com Diacereína. E: 









Figura 26. Intensidade de DHE. Cortes transversais do músculo STN dos diferentes grupos experimentais. 
A: camundongos C57BL/10 utilizados como controle; B: camundongos mdx tratado com solução salina; 
C: camundongos mdx tratados com Prednisona. D: camundongos mdx tratados com Diacereína. E: 









Figura 27. Intensidade de DHE. Cortes transversais do músculo TA dos diferentes grupos experimentais. 
A: camundongos C57BL/10 utilizados como controle; B: camundongos mdx tratado com solução salina; 
C: camundongos mdx tratados com Prednisona. D: camundongos mdx tratados com Diacereína. E: 








4.5.1.2 Análise quantitativa 
No músculo DIA, os grupos mdx, mdxP e mdxD apresentaram um aumento 
significativo no percentual da área de fluorescência (DHE), comparado ao grupo Ctrl. O 
grupo mdxD apresentou uma redução significativa de 49,61%, o grupo mdxVE  81,61% 
e o grupo mdxVED 81,02% na área de fluorescência, comparado ao grupo mdx. 
Comparado aos grupos mdxP e mdxD, os grupos mdxVE e mdxVED apresentaram uma 
redução significativa. (Fig. 28A).  
No músculo STN, os grupos mdx, mdxP e mdxD apresentaram um aumento 
significativo no percentual da área de fluorescência (DHE), comparado ao grupo Ctrl. O 
grupo mdxP apresentou uma redução significativa de 35,30%, o grupo mdxD 53,69%, o 
grupo mdxVE 81,54% e o grupo mdxVED 78,51% da área de fluorescência, comparado 
ao grupo mdx. Comparado aos grupos mdxP e mdxD, os grupos mdxVE e mdxVED 
apresentaram uma redução significativa da área de fluorescência. (Fig. 28B).  
No músculo TA, os grupos mdx, mdxP e mdxD apresentaram um aumento 
significativo no percentual da área de fluorescência (DHE), comparado ao grupo Ctrl. O 
grupo mdxP apresentou uma redução significativa de 36,81%, o grupo mdxVE 79,24%, o 
grupo mdxD 55,23% e o grupo mdxVED 79,7% da área de fluorescência, comparado ao 
grupo mdx. Comparando com os grupos mdxP e mdxD, os grupos mdxVE e mdxVED 









Figura 28. Percentual da intensidade de DHE. A: músculo DIA; B: músculo STN; C: músculo TA. Valores 
expressos com média ± desvio padrão (n=5 camundongos por grupo). Ctrl: camundongos C57BL/10 
utilizados como controle; mdx: camundongo tratados com solução salina; mdxP: camundongos tratados 
com Prednisona. mdxD: camundongos tratados com Diacereína. mdxVE: camundongos tratados com 
Vitamina E. mdxVED: camundongos tratados com Vitamina E + Diacereína. a: difere do grupo Ctrl   p 
≤0,05; b: difere do grupo mdx  p ≤0,05, c: difere do grupo mdxP  p ≤0,05, d: difere do grupo mdxD  p ≤0,05, 
(One-way Anova, pós teste de Tukey HSD). 
 
4.5.2 Quantificação de grânulos de lipofuscina 
4.5.2.1 Análise qualitativa 
No músculo DIA do grupo Ctrl (Fig. 29A), não se observa a presença de 
grânulos de lipofuscina. Nos grupos mdx, mdxP, mdxD (Figs. 29B, 29C, 29D), é possível 
observar a presença de grande quantidade de grânulos de lipofuscina, enquanto nos 
grupos mdxVE, mdxVED (Figs. 29E, 29F) é possível observar apenas uma pequena 
quantidade, se comparado com os grupos mdx, mdxP, mdxD. 
No músculo STN do grupo Ctrl (Fig. 30A), não se observa a presença de 







observar a presença de grande quantidade de grânulos de lipofuscina, enquanto nos 
grupos mdxVE, mdxVED (Figs. 30E, 30F), observa-se apenas uma pequena quantidade, 
se comparado com os grupos mdx, mdxP, mdxD. 
No músculo TA do grupo Ctrl (Fig. 31A) não se observa a presença de 
grânulos de lipofuscina. Nos grupos mdx, mdxP, mdxD (Figs. 31B, 31C, 31D) é possível 
observar a presença de grande quantidade de grânulos de lipofuscina, enquanto nos 
grupos mdxVE, mdxVED (Figs. 31E, 31F) observa-se apenas uma pequena quantidade, 











Figura 29. Grânulos de Lipofuscina (seta branca). Cortes transversais do músculo DIA dos diferentes 
grupos experimentais. A: camundongos C57BL/10 utilizados como controle; B: camundongos mdx tratado 
com solução salina; C: camundongos mdx tratados com Prednisona. D: camundongos mdx tratados com 
Diacereína. E: camundongos mdx tratados com Vitamina E. F: camundongos mdx tratados com Diacereína 











Figura 30. Grânulos de Lipofuscina (seta branca). Cortes transversais do músculo STN dos diferentes 
grupos experimentais. A: camundongos C57BL/10 utilizados como controle; B: camundongos mdx tratado 
com solução salina; C: camundongos mdx tratados com Prednisona. D: camundongos mdx tratados com 
Diacereína. E: camundongos mdx tratados com Vitamina E. F: camundongos mdx tratados com Diacereína 









Figura 31. Grânulos de Lipofuscina (seta branca). Cortes transversais do músculo TA dos diferentes grupos 
experimentais. A: camundongos C57BL/10 utilizados como controle; B: camundongos mdx tratado com 
solução salina; C: camundongos mdx tratados com Prednisona. D: camundongos mdx tratados com 
Diacereína. E: camundongos mdx tratados com Vitamina E. F: camundongos mdx tratados com Diacereína 








4.5.2.2 Análise quantitativa 
No músculo DIA, os grupos mdx, mdxP e mdxD apresentaram aumento 
significativo no número de grânulos de lipofuscina/mm3, comparado ao Ctrl. Os grupos 
mdxP, mdxD, mdxVE e mdxVED apresentaram redução significativa de 46,9%, 41,2%, 
51,4% e 73,6%, respectivamente, comparado ao grupo mdx (Fig. 32A).  
Todos os grupos do músculo STN apresentaram aumento significativo no 
percentual de grânulos de lipofuscina, comparado ao Ctrl. Igualmente, todos os demais 
grupos tratados apresentaram redução significativa, comparado ao grupo mdx, sendo que 
o grupo mdxP reduziu 39,3%, o grupo mdxD 34,2%, o grupo mdxVE 65,2% e o grupo 
mdxVED 56,2%, comparado ao grupo mdx. O grupo mdxVE apresentou redução 
significativa também no número de grânulos de lipofuscina/mm3 quando comparado aos 
grupos mdxP e mdxD (Fig. 32B).  
Nos músculos TA, os grupos mdx e mdxP apresentaram aumento significativo 
no número de grânulos de lipofuscina/mm3, comparado ao Ctrl. Os grupos mdxP, mdxD, 
mdxVE e mdxVED apresentaram redução significativa de 41,1%, 55,6%, 72,8% e 64,8%, 









Figura 32. Volume de grânulos de Lipofuscina. A: músculo DIA; B: músculo STN; C: músculo TA. 
Valores expressos com média ± desvio padrão (n=5 camundongos por grupo). Ctrl: camundongos 
C57BL/10 utilizados como controle; mdx: camundongo tratados com solução salina; mdxP: camundongos 
tratados com Prednisona. mdxD: camundongos tratados com Diacereína. mdxVE: camundongos tratados 
com Vitamina E. mdxVED: camundongos tratados com Vitamina E + Diacereína. a: difere do grupo Ctrl   
p ≤0,05; b: difere do grupo mdx  p ≤0,05, c: difere do grupo mdxP  p ≤0,05, d: difere do grupo mdxD  p 
≤0,05, (One-way Anova, pós teste de Tukey HSD). 
 
4.5.3 Quantificação por Western Blotting 
4.5.3.1 Quantificação de 4-HNE 
Os resultados da quantificação dos níveis relativos de 4-HNE no músculo 
DIA mostram um aumento significativo de 39,34% no grupo mdx e de 39,79% no grupo 
mdxVED em relação ao grupo Ctrl. Os grupos mdxP e mdxVE apresentaram uma 
diminuição significativa de 23,96% e 24,27% nos níveis relativos de 4-HNE em 
comparação com o grupo mdx (Fig. 33). 
Os níveis relativos de 4-HNE no músculo STN mostram um aumento 







apresentou uma diminuição significativa de 29,25% nos níveis relativos de 4-HNE em 
comparação com o grupo mdx (Fig. 34A). 
No músculo TA, os níveis relativos de 4-HNE apresentaram um aumento 
significativo de 27,21% no grupo mdx, de 21,48% no grupo mdxP e 23,96% no grupo 
mdxD quando comparados com o grupo Ctrl. Comparados com o grupo mdx, os grupos 
mdxVE e mdxVED apresentaram uma redução significativa de 16,76% e 17,05%, 
respectivamente (Fig. 34B). 
 
Figura 33. Níveis relativos de 4-HNE no músculo DIA. Valores expressos com média ± desvio padrão 
(n=5 camundongos por grupo). Ctrl: camundongos C57BL/10 utilizados como controle; mdx: camundongo 
tratados com solução salina; mdxP: camundongos tratados com Prednisona. mdxD: camundongos tratados 
com Diacereína. mdxVE: camundongos tratados com Vitamina E. mdxVED: camundongos tratados com 
Diacereína + Vitamina E.  a: difere do grupo Ctrl   p ≤0,05; b: difere do grupo mdx  p ≤0,05; c: difere do 









Figura 34. Níveis relativos de 4-HNE. A: músculo STN; B: músculo TA. Valores expressos com média ± 
desvio padrão (n=5 camundongos por grupo). Ctrl: camundongos C57BL/10 utilizados como controle; mdx: 
camundongo tratados com solução salina; mdxP: camundongos tratados com Prednisona. mdxD: 
camundongos tratados com Diacereína. mdxVE: camundongos tratados com Vitamina E. mdxVED: 
camundongos tratados com Diacereína + Vitamina E.  a: difere do grupo Ctrl   p ≤0,05; b: difere do grupo 
mdx  p ≤0,05; d: difere do grupo mdxDI;  p ≤0,05, (One-way Anova, pós teste de Tukey HSD). 
 
4.5.3.2 Quantificação de SOD2 
Os resultados observados na quantificação dos níveis de SOD2 nos músculos 
DIA dos animais estudados mostram uma redução significativa de 29,04% nos níveis do 
grupo mdxP comparado ao grupo mdx. O grupos mdxVE apresentou um aumento 
significativo de 30,62% comparando-se com o grupo mdx. Já o grupo mdxVED 
apresentou um aumento significativo de 152,77%, 84,59% e 37,31 comparados aos 
grupos mdxP, mdxD e mdxVE, respectivamente (Fig. 35A). 
No músculo STN, os resultados observados na quantificação dos níveis de 
SOD2 mostram uma redução significativa de 65,74% nos níveis do grupo mdx, de 80,96% 







mdxVED apresentou um aumento significativo de 290,87% comparado ao grupo mdxD 
(Fig. 35B).  
No músculo TA, os resultados observados na quantificação dos níveis de 
SOD2 mostram uma redução significativa de 34,96% nos níveis do grupo mdx, de 41,79 
% no grupo mdxP, de 37,89% no grupo mdxD, de 57,86% no grupo mdxVE e de 59,95% 
no grupo mdxVED, comparados ao grupo Ctrl. O grupo mdxVE apresentou uma redução 
significativa de 35,22% comparado ao grupo mdx e de 32,16% comparado ao grupo 
mdxD. Já o grupo mdxVED apresentou uma redução significativa de 38,43% comparado 
ao grupo mdx e de 35,51% comparado ao grupo mdxD (Fig. 35C). 
 
 
Figura 35. Níveis relativos de SOD2. A: músculo DIA; B: músculo STN; C: músculo TA. Valores 
expressos com média ± desvio padrão (n=5 camundongos por grupo). Ctrl: camundongos C57BL/10 
utilizados como controle; mdx: camundongo tratados com solução salina; mdxP: camundongos tratados 
com Prednisona. mdxD: camundongos tratados com Diacereína. mdxVE: camundongos tratados com 
Vitamina E. mdxVED: camundongos tratados com Diacereína + Vitamina E.  a: difere do grupo Ctrl   p 
≤0,05; b: difere do grupo mdx  p ≤0,05; c: difere do grupo mdxP p ≤0,05; d: difere do grupo mdxDI;  p ≤0,05, 








4.5.3.3 Quantificação de catalase 
Os resultados da quantificação dos níveis relativos de Catalase nos músculos 
DIA dos grupos estudados mostram uma redução significativa de 61,91%, 46,55%, 
51,29% e 37,43% nos grupos mdxP, mdxD, mdxVE e mdxVED, respectivamente, 
comparados ao grupo Ctrl (Fig. 36A).  
Nos músculos STN, os resultados da quantificação da Catalase mostraram 
que os grupos mdxP e mdxD apresentaram uma redução significativa de 39,79% e 52,87% 
comparados com o grupo mdx. No grupo mdxVE houve um aumento significativo de 
71,53% comparado ao grupo mdxD (Fig. 36B).  
Nos músculos TA houve alteraçao significativa apenas no grupo mdxVED, 
que apresentou redução em relação a todos os demais grupos. Em relação ao grupo Ctrl a 
redução foi de 34,96%, ao grupo mdx foi de  25,29%, ao grupo mdxP foi de 28,26%, ao 










Figura 36. Níveis relativos de Catalase. A: músculo DIA; B: músculo STN; C: músculo TA. Valores 
expressos com média ± desvio padrão (n=5 camundongos por grupo). Ctrl: camundongos C57BL/10 
utilizados como controle; mdx: camundongo tratados com solução salina; mdxP: camundongos tratados 
com Prednisona. mdxD: camundongos tratados com Diacereína. mdxVE: camundongos tratados com 
Vitamina E. mdxVED: camundongos tratados com Diacereína + Vitamina E.  a: difere do grupo Ctrl   p 
≤0,05; b: difere do grupo mdx  p ≤0,05; c: difere do grupo mdxP p ≤0,05; d: difere do grupo mdxDI;  p ≤0,05; 
e: difere do grupo mdxVE, (One-way Anova, pós teste de Tukey HSD). 
 
4.5.3.4 Quantificação de glutationa redutase (GR) 
Os resultados da quantificação dos níveis relativos de GR nos músculos DIA 
dos grupos estudados mostram um aumento significativo apenas no grupo mdxVED 
comparado à todos os demais grupos estudados. Comparado ao grupo Ctrl o aumento foi 
de 64,49%, ao grupo mdx o aumento foi de 69,46%, ao grupo mdxP o aumento foi de 
183,45%, ao grupo mdxD o aumento foi de 132,93% e ao grupo mdxVE o aumento foi de 
96,26% (Fig. 37A). 
Nos músculos STN os resultados da quantificação dos níveis relativos de GR 







à todos os demais grupos estudados apresentou um aumento significativo. Comparado ao 
grupo Ctrl o aumento foi de 178,72%, ao grupo mdx o aumento foi de 150,47%, ao grupo 
mdxP o aumento foi de 65,17%, ao grupo mdxD o aumento foi de 258,42% e ao grupo 
mdxVE o aumento foi de 67,73% (Fig. 37B). 
Nos músculos TA os resultados da quantificação dos níveis relativos de GR 
mostram que os grupos mdx, mdxP, mdxD e mdxVE apresentaram um aumento 
significativo de 40,50%, 52,74%, 51,23% e 42,61% quando comparados ao grupo Ctrl. 
Já o grupo mdxVED apresentou uma diminuição significativa de 24,80% em relação ao 
grupo mdx, de 30,83% em relação ao grupo mdxP, de 30,14% em relação ao grupo mdxD 
e de 25,92% em relação ao grupo mdxVED (Fig. 37C). 
 
 
Figura 37. Níveis relativos de GR. A: músculo DIA; B: músculo STN; C: músculo TA. Valores expressos 
com média ± desvio padrão (n=5 camundongos por grupo). Ctrl: camundongos C57BL/10 utilizados como 
controle; mdx: camundongo tratados com solução salina; mdxP: camundongos tratados com Prednisona. 
mdxD: camundongos tratados com Diacereína. mdxVE: camundongos tratados com Vitamina E. mdxVED: 







mdx  p ≤0,05; c: difere do grupo mdxP p ≤0,05; d: difere do grupo mdxDI;  p ≤0,05; e: difere do grupo 
mdxVE, (One-way Anova, pós teste de Tukey HSD). 
4.5.4 Quantificação de glutationa reduzida (GSH) 
 Os resultados da quantificação dos níveis de GSH observados nos 
músculos DIA e STN não mostraram diferenças estatisticamente significativas entre os 
grupos (Fig. 38A e 38B). Já no músculo TA não houve diferença significativa entre os 
grupos Ctrl e mdx. Os grupos mdxP e mdxD apresentaram um aumento significativos nos 
níveis de GSH, quando comparados aos grupos Ctrl e mdx. O grupo mdxVED apresentou 
uma redução significativa quando comparado aos grupos mdxP e mdxD (Fig. 38C). 
 
 
Figura 38. Níveis de GSH. A: músculo DIA; B: músculo STN; C: músculo TA. Valores expressos com 
média ± desvio padrão (n=5 camundongos por grupo). Ctrl: camundongos C57BL/10 utilizados como 
controle; mdx: camundongo tratados com solução salina; mdxP: camundongos tratados com Prednisona. 
mdxD: camundongos tratados com Diacereína. mdxVE: camundongos tratados com Vitamina E. mdxVED: 
camundongos tratados com Diacereína + Vitamina E.  a: difere do grupo Ctrl   p ≤0,05; b: difere do grupo 
mdx  p ≤0,05; c: difere do grupo mdxP p ≤0,05; d: difere do grupo mdxDI;  p ≤0,05, (One-way Anova, pós 










A DMD é uma das formas mais prevalentes dentre as distrofias musculares, 
para a qual até o momento não há cura. Prednisona, prednisolona e/ou deflazacorte são 
os glicocorticóides mais utilizados no tratamento desta doença, mas apresentam sucesso 
terapêutico relativamente limitado e vários efeitos colaterais após uso prolongado, como 
ganho de peso, desmineralização óssea e hipertensão arterial (Moxley, Ashwal et al. 
2005), indicando que existe uma necessidade crítica de novas terapias farmacológicas. 
Nesse sentido, no presente trabalho avaliamos os efeitos da Diacereína, um fármaco 
estabelecido usado para osteoartrite com importantes propriedades anti-inflamatórias e 
antioxidantes (Pelletier, Jovanovic et al. 1998, Malaguti, Vilella et al. 2008) e a Vitamina 
E, um potente antioxidante (Hennekens and Gaziano 1993), sobre as fibras musculares 
distróficas. Todo o estudo foi realizado com foco nas alterações morfológicas e 
moleculares dos músculos diafragma, esternomastoide e tibial anterior de camundongos 
mdx. Os resultados obtidos demonstraram que o tratamento com Diacereína, vitamina E 
e/ou a associação desses dois medicamentos em camundongos mdx, durante 14 dias, teve 
efeitos benéficos contra a mionecrose, a resposta inflamatória e o estresse oxidativo. 
 
 
5.1 Efeitos Colaterais dos Tratamentos 
No período estudado, o peso dos animais ao final do tratamento não diferiu 
entre os grupos experimentais, demonstrando que o tratamento isolado de Diacereína, 
Vitamina E e/ou a associação dos dois medicamentos não apresenta efeito deletério sobre 
os animais.  
Na literatura, tem sido relatado que a absorção incompleta de reína 
(metabólito ativo da diacereína) resulta em efeitos indesejáveis tais como: fezes moles, 
diarreia e dor abdominal. No entanto, estes efeitos colaterais da Diacereína ocorrem 
apenas em dosagens superiores a 100 mg/dia (Mandawgade, Kulkarni et al. 2016). Em 
nossas condições experimentais, na dosagem de Diacereína utilizada e no período de 
tratamento, não observamos nenhum desses efeitos colaterais relatados na literatura. 
Com relação à administração de Vitamina E, os efeitos colaterais estão 







Vitamina E pode aumentar o risco de câncer de próstata (Klein, Thompson et al. 2011) 
e/ou aumentar o risco de falência cardíaca (Lonn, Bosch et al. 2005). No presente trabalho 
utilizamos a dosagem de 40mg/kg/dia de Vitamina E e não observamos nenhum efeito 
colateral. 
 
5.2 Degeneração/regeneração Muscular 
A utilização de parâmetros funcionais, bioquímicos e histológicos para o 
estudo das alterações musculares decorrentes da distrofia, tais como análise da força 
muscular, determinação do conteúdo de creatina quinase (CK), número total de fibras 
musculares, porcentagem de fibras com núcleo central (indicativo de fibra muscular 
regenerada), análise da integridade do sarcolema e área de inflamação/regeneração nos 
fornecem dados que, em conjunto, descrevem o processo de degeneração/regeneração 
ocorridos ao longo do tempo nos músculos distróficos.  
Entre inúmeros testes existentes para avaliar a capacidade funcional de 
animais em experimentos o teste de força muscular é uma importante ferramenta de 
pesquisa para se avaliar a condição da função muscular. Através dos resultados deste teste 
é possível fazer uma análise dos parâmetros funcionais e avaliar os possíveis benefícios 
que os tratamentos podem trazer para a atividade muscular (Grounds, Radley et al. 2008). 
O teste de força muscular demonstrou que tanto a Prednisona, a vitamina E, a Diacereína 
e a combinação destas duas últimas foram eficientes para preservar a força muscular no 
camundongo distrófico. O aumento expressivo da força muscular nos camundongos mdx 
tratados com Diacereína, Vitamina E e/ou com a associação destes medicamentos 
demonstra o efeito positivo dos tratamentos propostos no presente trabalho contra os 
danos musculares nos músculos distróficos. 
O dano sarcolemal é um dos principais eventos que leva aos aspectos 
patológicos observados durante a progressão da distrofia muscular (Shin, Tajrishi et al. 
2013). Estudos têm demonstrado que alteração no complexo CDG, anteriormente 
mencionado no item introdução, pode promover falha na sustentação mecânica do 
sarcolema e alterar a integridade da membrana durante os ciclos de contração e 
relaxamento muscular. Além de ser responsável pela transmissão dos potencias de ação 







influxo de substâncias extracelulares para o citoplasma, como o IgG, e o efluxo de 
substâncias do citoplasma para o meio extracelular, como a CK (Straub, Rafael et al. 
1997, Call, Warren et al. 2013). Neste sentido, a determinação de CK e a análise de fibras 
com marcação positiva ao IgG constituem importantes parâmetros de análise da 
integridade da fibra muscular distrófica. 
A CK é uma enzima que catalisa a transferência de um grupo fosfato entre a 
creatina fosfato e a adenosina difosfato (ADP). Os produtos desta reação são a creatina, 
que pode ser reaproveitada pela célula, e a adenosina trifosfato (ATP), que se encontra 
disponível para reações dependentes de energia na célula. O cérebro, os músculos liso, 
cardíaco e esquelético são as principais fontes teciduais de CK. Os valores de CK no soro 
se alteram em várias condições clínicas associadas à lesão muscular aguda ou ao esforço 
muscular intenso. Os níveis de CK encontram-se altos após a realização de atividade 
física, de cirurgias e crises convulsivas, bem como em indivíduos portadores de doenças 
neuromusculares, como miosite e distrofia muscular (Katirji 2001).  
Embora seja um dos parâmetros mais indicados para o diagnóstico de lesões 
musculares, o nível sérico da CK pode apresentar considerável variação individual. 
Assim, os valores de CK devem servir apenas como uma análise complementar para o 
diagnóstico e acompanhamento da evolução das doenças neuromusculares. Na DMD, a 
concentração de CK está 50 a 100 vezes acima dos limites superiores dos valores de 
referência (Engel 1994). Em camundongos mdx, os níveis de CK também se mostram 
elevados durante toda a vida do animal (Bulfield, Siller et al. 1984, Yoshida, Yonetani et 
al. 2006). 
O tratamento com Diacereína e Vitamina E e/ou com a associação destes 
promoveu uma redução significativa nos níveis séricos de CK no soro dos camundongos 
mdx. Ainda, reforçando o efeito protetor do tratamento proposto contra a mionecrose 
verificou-se uma diminuição significativa de fibras positivas ao IgG nos músculos DIA e 
STN. Outros dois parâmetros histológicos analisados que corroboram com esses 
resultados, foram a redução de fibras musculares com núcleo central e o aumento 
concomitante de fibras com núcleos periféricos após o tratamento com Diacereína nos 







  Os efeitos benéficos contra a mionecrose observados podem ser pelo menos, 
em parte, justificados pela ação anti-inflamatória da Diacereína (a qual será 
posteriormente discutida) e pelo efeito “estabilizador” da Vitamina E. 
Estudo demonstrou um aumento excessivo dos níveis de CK em ratos 
submetidos ao exercício físico e deficientes de vitamina E (Amelink, van der Wal et al. 
1991). De acordo com Howard e colaboradores (2011), a vitamina E pode apresentar uma 
ação de reparo de membrana. Esta ação deve-se a solubilidade lipídica da vitamina E, a 
qual permite que esta entre no interior da membrana plasmática promovendo alterações, 
como por exemplo, na fluidez da membrana (Urano, Matsuo et al. 1993). Outro 
mecanismo da vitamina E envolvido no reparo da membrana é a sua propriedade de 
prevenir a peroxidação lipídica, a qual será posteriormente discutida. 
Diferindo dos nossos resultados, pacientes com DMD tratados com vitamina 
E não apresentaram melhora nos níveis séricos de CK e na redução do dano muscular 
(Walton and Nattrass 1954, Berneske, Butson et al. 1960). Provavelmente, as diferenças 
dos resultados devem-se ao design diferente do estudo, como por exemplo, diferenças das 
amostras analisadas (utilizamos amostras de camundongos mdx), dosagem da vitamina E 
utilizada, bem como do tempo de tratamento empregado. Outro ponto que merece 
atenção, diz respeito ao início do tratamento. De acordo com Rando (2002), tratamentos 
com antioxidantes são mais eficazes quando iniciados no início da doença distrófica. 
Reforçando essa ideia, semelhante ao nosso protocolo experimental, outros tratamentos 
com antioxidantes iniciados antes dos ciclos de degeneração/regeneração muscular em 
camundongos mdx mostraram efeitos benéficos contra a lesão muscular (Tonon, Ferretti 
et al. 2012, de Senzi Moraes Pinto, Ferretti et al. 2013, Fogagnolo Mauricio, Minatel et 
al. 2013, Moraes, de Burgos et al. 2015). 
 
 
5.3 Resposta Inflamatória 
No tecido muscular, a inflamação se inicia logo após a lesão das fibras 
musculares. Ela compreende uma série de eventos que envolvem a integração do sistema 
imunológico com o tecido lesado e sua finalidade é o reparo tecidual, para que a 







degeneração liberam várias substâncias, dentre as quais se destacam as citocinas pró-
inflamatórias, proteases, prostaglandinas, colagenases, fatores quimiotáticos e fatores de 
crescimento (Bondesen, Jones et al. 2007).  
As citocinas pró-inflamatórias e os fatores quimiotáticos estimulam o 
deslocamento de células inflamatórias, principalmente neutrófilos e macrófagos, para o 
local da lesão (Prisk and Huard 2003, Tidball 2005, Tidball and Wehling-Henricks 2007). 
Os neutrófilos e macrófagos liberam proteases que degradam os fragmentos celulares e 
fagocitam estes fragmentos, auxiliando na remoção dos mesmos do local da lesão. As 
proteases liberadas por estas células podem provocar danos ao tecido muscular íntegro 
que circunda a lesão e assim aumentar a área da lesão, gerando aumento da resposta 
inflamatória local (Cheung and Tidball 2003, Tidball 2005).  
Em condições patológicas tais como nas miopatias e nas distrofias, a resposta 
inflamatória excessiva também contribui com a mionecrose (Hodgetts, Radley et al. 2006, 
Radley and Grounds 2006). A inibição das células inflamatórias pode diminuir a 
degeneração e a necrose do tecido muscular. Tratamentos com anti-inflamatórios 
demonstraram efeitos positivos contra a mionecrose em estudos com pacientes distróficos 
e/ou em modelos experimentais. Alguns destes estudos demostraram que o bloqueio 
funcional do NF-κB ou de citocinas inflamatórias, como TNF-α, IL-6 e IL-1β, constituem 
uma estratégia terapêutica para o tratamento das distrofinopatias (Messina, Bitto et al. 
2006, Piers, Lavin et al. 2011, Pelosi, Berardinelli et al. 2015, Benny Klimek, Sali et al. 
2016).  
O TNF-α é uma citocina inflamatória cujos níveis encontram-se elevados nos 
pacientes distróficos e/ou nos camundongos mdx. É secretada por uma ampla variedade 
de células incluindo macrófagos, células T, mastócitos e fibroblastos. O TNF-α exerce os 
seus efeitos nos tecidos alvo, como por exemplo nos músculos esqueléticos, dependendo 
da concentração local e da presença de receptores (Ermolova, Martinez et al. 2014). 
Muitos estudos visando o bloqueio desta citocina melhoraram o fenótipo distrófico, 
reduzindo a necrose muscular (Benny Klimek, Sali et al. 2016). 
Outro mecanismo molecular envolvido na resposta inflamatória na DMD e 
no camundongo mdx, é a via de sinalização do fator de NF-κB, cuja principal via de 
atuação é a ativação de citoquinas pró-inflamatórias como o próprio TNF-α, a IL-1β e a 







fator, através de terapias farmacológicas ou genéticas, demonstraram redução da 
expressão de citocinas pró-inflamatórias e diminuição dos danos musculares nas fibras 
musculares distróficas (Messina, Bitto et al. 2006, Whitehead, Pham et al. 2008, Evans, 
Call et al. 2010, Moraes, Bollineli et al. 2015). 
Em relação aos efeitos anti-inflamatórios da Diacereína e da vitamina E no 
presente trabalho, observou-se uma redução expressiva em alguns dos parâmetros 
inflamatórios analisados, como na área de inflamação, na presença de infiltrado de 
macrófagos e nos níveis das citocinas inflamatórias. 
A Diacereína apresenta propriedade antiinflamatória, previamente 
demonstrada em modelos experimentais (Pomarelli, Berti et al. 1980, Mian, Brunelleschi 
et al. 1987, Malaguti, Vilella et al. 2008). Apesar do mecanismo preciso de como este 
fármaco exerce os seus efeitos anti-inflamatórios ainda não esteja completamente 
compreendido, vários estudos sugerem que a Diacereína e o seu metabolito ativo, a reína, 
regulam negativamente a expressão de TNF-α, IL-6 e IL-1β e inibe a ativação de NF-κB 
(Malaguti, Vilella et al. 2008, Pasin, Ferreira et al. 2010, Li, Meng et al. 2015). No 
entanto, não encontramos uma redução significativa nos níveis de NF-kB e IL-6 após o 
tratamento com Diacereína em camundongos mdx. Talvez, como muitas vias 
inflamatórias são desencadeadas na distrofia muscular, é possível que a Diacereína, 
sozinha, seja insuficiente para interromper todo o processo, pois no grupo tratado com a 
associação da Diacereína com a Vitamina E os níveis de IL-6 apresentaram redução 
significativa, indicando um efeito sinérgico nessa associação. 
Os grupos tratados com a diacereína apresentaram redução significativa na 
área de infiltrados inflamatórios, na quantidade de macrófagos presentes nas fibras 
musculares de todos os músculos estudados, diminuição dos níveis de TNF- α nos 
músculos DIA e STN e redução nos níveis séricos de IL-1β. Esses resultados 
morfológicos e moleculares observados neste trabalho corroboram com a eficácia anti-
inflamatória do tratamento encontrada na literatura e anteriormente mencionada. 
No que diz respeito a vitamina E, trabalhos prévios demonstraram seus efeitos 
benéficos no processo inflamatório ao promover redução de IL-6, IL-1β e TNF-α em 
várias condições patológicas (Wu, Ward et al. 2007, Devaraj, Leonard et al. 2008, 
Wallert, Schmolz et al. 2015). Em nossas condições experimentais o tratamento da 







distrófico, reduzindo a resposta inflamatória exacerbada. Estudo prévio relata que a 
vitamina E regula diretamente a transdução de sinal e a expressão de genes envolvidos 
no processo inflamatório (Zingg 2007). Verificou-se que os tratamentos com α-tocoferol 
inibem a atividade de NF-κB (Cook-Mills and McCary 2010). Embora não tenhamos 
estudado especificamente a atividade do NF-κB, considerando nossos resultados, é 
possível que este seja o mecanismo da via anti-inflamatória da vitamina E no músculo 
distrófico e sugerimos que este deve ser melhor estudado. 
 
5.4 Estresse Oxidativo 
O estresse oxidativo é outro importante contribuinte para os danos musculares 
na distrofia muscular (Rando 2002, Tidball and Wehling-Henricks 2007, Cook-Mills and 
McCary 2010). O estresse oxidativo excessivo pode produzir ânions superóxido, peróxido 
de hidrogênio ou óxido nítrico. Estas espécies oxidativas primárias são convertidas em 
espécies reativas de oxigênio secundário (EROs) e espécies reativas de nitrogênio 
(ERNs), que podem danificar os lipídios de membrana, proteínas estruturais e reguladoras 
e o DNA (Rando 2002).  
Um dos principais indicativos de estresse oxidativo é o acumúlo de 
lipofuscina, um material não degradado proveniente de várias estruturas celulares e que 
se acumula no local de eliminação de resíduos, o lisossoma. A formação da lipofuscina 
acontece principalmente pela incapacidade de os mecanismos celulares de defesa 
compensarem o aumento na produção de espécies reativas de oxigênio pela mitocôndria, 
já que esta é a principal produtora de EROs (Brunk and Terman 2002). Os grânulos de 
lipofuscina são facilmente encontrados nos músculos esqueléticos distrofino-deficientes 
de camundongos mdx usando microscopia de fluorescência. Este acúmulo aumenta com 
a idade e é maior nos músculos distróficos se comparados à grupos normais (Nakae, 
Stoward et al. 2004, Terman and Brunk 2004). 
Outro indicador de estresse oxidativo avaliado foi a reação com Dihydroetidio 
(DHE), utilizado para avaliar a produção in situ de O2•-, uma das principais espécies 
reativas de oxigênio, nos músculos DIA, STN e TA. O DHE entra livremente nas células 
onde, na presença de O2•-, é oxidado para o brometo de etídio que intercala dentro do 







(Cozzoli, Nico et al. 2011). Semelhante ao observado por Whitehead e colaboradores 
(2006), foi observado um aumento na marcação de DHE nos músculos distróficos. A 
marcação do DHE também revelou áreas intensamente marcadas, que possivelmente são 
células inflamatórias como macrófagos e neutrófilos, as quais são conhecidas por 
produzirem EROs (Whitehead, Yeung et al. 2006). 
Paralelamente também se verificou redução na peroxidação lipídica, indicada 
através dos níveis de 4-HNE, nos músculos distróficos após os tratamentos. 
Os resultados apresentados neste trabalho mostraram que o tratamento com 
Diacereína, Vitamina E e/ou a associação destes dois medicamentos foi eficaz na redução 
alguns parâmetros oxidativos nos camundongos mdx, como na presença grânulos de 
lipofuscina, na presença de O2•- e, paralelamente, também na redução na peroxidação 
lipídica, indicada através dos níveis de 4-HNE. Estes dados corroboram com a redução 
do dano muscular observado e descrito anteriormente, uma vez que estudos reportam que 
o estresse oxidativo precede o processo de degeneração muscular em camundongos mdx 
e contribuem para a progressão da doença (Disatnik, Dhawan et al. 1998). Existem poucos 
estudos focando os efeitos antioxidantes da Diacereína. No entanto, dois estudos apontam 
que este medicamento modula a produção de ânions superóxido a partir de neutrófilos 
humanos (Mian, Brunelleschi et al. 1987) e suprime o aumento dos níveis de óxido nítrico 
(NO) no plasma em camundongos com artrite induzida (Tamura and Ohmori 2001). Em 
vista dos efeitos antioxidantes promissores da Diacereína no músculo distrófico, é 
importante que estudos futuros compreendam melhor os mecanismos da ação 
antioxidante deste medicamento. 
A vitamina E, com sua potente ação antioxidante envolvida na reparação de 
membrana, particularmente, atua impedindo a peroxidação lipídica (Burton and Traber 
1990). A peroxidação lipídica é elevada em pacientes distróficos e em camundongos mdx. 
Nossos resultados estão de acordo com estudos que também mostraram concentrações 
elevadas de subprodutos de peroxidação lipídica (por exemplo, TBARS, 4-HNE) e, 
adicionalmente, os marcadores de estresse oxidativo em pacientes com DMD e 
camundongos mdx (Lawler 2011, Tonon, Ferretti et al. 2012, de Senzi Moraes Pinto, 
Ferretti et al. 2013, Moraes, de Burgos et al. 2015). Nossos dados mostraram que a 
vitamina E pode contribuir para minimizar os efeitos adversos de danos oxidativos, 







resultados, outros trabalhos também relatam essas ações de vitamina E em outras 
condições, como diabetes e doenças cardiovasculares (Gumustas, Meta Guzeyli et al. 
2007, Zhang, Xu et al. 2014). 
Além disso, a correlação positiva entre a redução nos níveis de 4-HNE, os 
marcadores de estresse oxidativo, e o aumento dos níveis de SOD2, especificamente  no 
músculo diafragma do grupo mdx tratado com a associação da Diacereína com a Vitamina 
E, reforça os efeitos antioxidantes da Diacereína e da Vitamina E sobre o músculo 
distrófico. A SOD2 é uma importante enzima mitocondrial e tem mostrado desempenhar 
um papel fundamental na função e na integridade mitocondrial (Li, Meng et al. 2015). 
Observou-se a restauração nos níveis de SOD2 em camundongos mdx semelhantes aos 
camundongos controles após a terapia com a associação da Diacereína com a Vitamina 
E.  Resultados semelhantes foram relatados em estudo que avaliou os campos 
eletromagnéticos em parâmetros de estresse oxidativo em substância negra em ratos 
tratados com vitamina E (Ghanbari, Shabani et al. 2016). Além disso, em nossas 
condições experimentais, a redução do estresse oxidativo em camundongos mdx tratados 
com a associação da Diacereína com a Vitamina E pode, de alguma forma, ter reduzido 
os níveis de catalase, que apresentaram-se diminuídos no nosso estudo. Já os níveis de 
GR apresentaram-se elevados nos músculos DIA e STN dos camundongos mdx tratados 
com a associação da Diacereína com a Vitamina E, porém esses resultados não 
apresentaram relação direta com os níveis de GSH total encontrados. A glutationa é o 
principal agente antioxidante endógeno e vários fatores influenciam a sua produção, por 
isso mais estudos devem ser realizados para elucidar esses resultados. 
 
5.5 Prednisona Versus Diacereína e Vitamina E; Diferenças Entre os Músculos 
Além de fornecer uma avaliação abrangente dos resultados do tratamento com 
Diacereína, com a Vitamina E e com a associação destes medicamentos, o presente estudo 
também comparou os resultados obtidos destes tratamentos ao tratamento atual 
amplamente utilizado em pacientes com DMD, os glicocorticóides, com foco principal 
no impacto da Prednisona. O tratamento com glicocorticóides é a única terapia 
comprovadamente benéfica para melhorar a função do músculo esquelético e cardíaco na 







que o tratamento com Diacereína e a Vitamina E melhoram o fenótipo distrófico nos 
músculos diafragma, esternomastóideo e tibial anterior de camundongos mdx de forma 
semelhante ou até mais acentuada que a Prednisona, indicado pela redução da 
mionecrose, estresse oxidativo e processo inflamatório. 
Outro ponto a ser destacado diz respeito aos diferentes músculos avaliados no 
presente trabalho. Os resultados obtidos estão de acordo com o consenso geral de que 
músculos distróficos respondem com intensidade diferente à falta de distrofina (Briguet, 
Courdier-Fruh et al. 2004, Grounds and Torrisi 2004). Existem relatos na literatura que 
mostram diferenças na evolução e intensidade das lesões musculares de acordo com a 
função desempenhada pelo músculo tais como locomoção, manutenção postural e 
respiração (Pastoret and Sebille 1995) e que alguns grupos musculares não sofrem 
degeneração, tais como os músculos extra-oculares (Marques, Pertille et al. 2007) e os 
músculos intrínsecos da laringe (Marques, Ferretti et al. 2007). Existe ainda a hipótese de 
que as diferenças entre as proporções dos tipos de fibras musculares existentes em cada 
músculo podem ser responsáveis pelas características biomecânicas que proporcionam 
diferentes resistências às lesões decorrentes da distrofinopatia (Haslett, Kang et al. 2005, 
Bani, Lagrota-Candido et al. 2008). Diante do exposto, os músculos podem responder 
diferentemente aos tratamentos aos quais são submetidos, justificando em parte as 
diferenças de alguns resultados obtidos entre os músculos analisados. 
 Diante dos resultados observados, levanta-se a hipótese que a associação 
da Diacereína e Vitamina E com a Prednisona pode apresentar efeitos potencializados nos 









Em conjunto, os resultados demonstram os efeitos benéficos do tratamento 
com Diacereína e Vitamina E, administrados isolados ou em conjunto, sobre o processo 
de degeneração/regeneração muscular, resposta inflamatória e estresse oxidativo nos 
músculos diafragma, esternomastóide e tibial anterior de camundongos mdx. Mais 
estudos são necessários para comprovar os efeitos benéficos destes tratamentos e também 
seus efeitos colaterais. Futuramente, esses tratamentos podem se tornar um complemento 
ou uma alternativa terapêutica para aumentar a sobrevida e a qualidade de vida dos 
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Running title: Diacerhein effect on dystrophic diaphragm muscle 
Abstract 
Chronic inflammation and oxidative stress are striking features of Duchenne 
muscular dystrophy disease. Diacerhein is an anthraquinone, which exhibits anti-
inflammatory and antioxidant properties. Based on their actions, the present study 







inflammatory response in the diaphragm muscle of mdx mice and compared these results 
to current treatment widely used in DMD patients, with a main focus on the impact of 
prednisone. The results demonstrated that diacerhein treatment prevented muscle damage 
indicated by a decrease in the IgG uptake by muscle fibers, lower CK levels in serum, 
reduction of fibers with central nuclei with a concomitant increase in fibers with 
peripheral nuclei. It also had an effect on the inflammatory process, decreasing the 
inflammatory area, macrophage staining and TNF-α and IL-1β content. Regarding 
oxidative stress, diacerhein treatment was effective in reducing the ROS and lipid 
peroxidation in the diaphragm muscle from mdx mice. Compared to prednisone treatment, 
our findings demonstrated that diacerhein treatment improved the dystrophic phenotype 
in the diaphragm muscle of mdx mice similar to that of glucocorticoid therapy. In this 
respect, this work suggests that diacerhein has a potential use as an alternative drug in 
dystrophinopathy treatment and recommends that its anti-inflammatory and antioxidants 
properties in the dystrophic muscle should be better understood.  
 








Duchenne muscular dystrophy (DMD) is a lethal and X-linked muscle disease 
characterized by cycles of muscle degeneration and regeneration, chronic inflammation and an 
oxidative stress state, which affects 1 in 3500-6000 live male birth [1-4]. 
Regarding the inflammatory process, it has been reported that inflammatory cytokines 
such as tumor necrosis factor α (TNF-α) and interleukin-1β (IL-1β) play a major role in the 
DMD phenotype [5]. In mdx mice, the experimental model of DMD  [6], the TNF-α content 
has been well characterized and shown to have increased in the diaphragm muscle where 
inflammation is generally greater in this model [7-9]. The IL-1β also contributes towards 
muscular dystrophy, leading to the initiation and continuation of the muscle pathology in DMD 
[10]. Previous studies have shown that blocking the TNF-α and IL-1β pathways improves the 
dystrophy phenotype in mdx mice [11-13]. 
Oxidative stress, as mentioned above, is a hallmark feature of DMD disease. Dystrophic 
patients and mdx mice showed high levels of reactive oxygen species (ROS) and lipid 
peroxidation [5, 14]. Our research group and other researchers have already demonstrated the 
beneficial effect of antioxidant treatment, such as N-acetylcysteine, ascorbic acid, green tea and 
taurine, in dystrophic muscles [8, 15-17]. 
Diacerhein (1,8-diacetoxy-9,10-dioxo-dihydroanthracene-3-carboxylic acid) is an 
anthraquinone normally used in osteoarthritis treatment, which exhibits antiinflammatory 
properties [18]. Rhein, its active metabolite, has been shown to inhibit TNF-α, IL-6 and IL-1β 
synthesis and activity, particularly the IL-1β proinflammatory cytokine [19]. Besides this, 
diacerhein is known to reduce the production of superoxide anion, negatively modulate the 
synthase and activity of inducible nitric oxide synthase and may also inhibit IKKβ activity [20, 
21]. 
Based on the anti-inflammatory and antioxidant effects of diacerhein, this drug has a 
capacity to improve the dystrophic muscle pathology and has an established safety profile after 
many years of use for osteoarthritis. So, in this study, we evaluated the anti-inflammatory and 
antioxidant properties of diacerhein against myonecrosis, oxidative stress and inflammatory 











All experiments described here were carried out based on the guidelines of the Brazilian College 
for Animal Experimentation (COBEA) and approved by the Ethics Committee of our institution 
(process nº 3334–1). Newborn male and female C57BL/10 (C57BL/10ScCr/PasUnib) and mdx 
(C57BL/10-Dmdmdx/PasUnib) mice were maintained on a regimen of 12-h dark, 12-h light 
cycles, room temperature at 21°C and were weaned at 21 days of age.  After this period, they 
had ad libitum access to food and water. The mdx mice were randomly divided into three 
groups: mdx (untreated group), mdxP (prednisone-treated group) and mdxD (diacerhein-treated 
group). The C57BL/10 mice were designated as a control group (Ctrl). 
 
Diacerhein and prednisone-administration protocol 
Mdx mice (14 days old) received diacerhein 20mg/kg/day (TRB Pharma Indústria Química e 
Farmacêutica Ltda®, São Paulo, Brazil) or prednisone 5mg/kg/day (EMS®, São Paulo, Brazil) 
by oral gavage, diluted in 0,05 ml saline for 14 days. In order to accurately adjust the drug dose, 
each animal was weighed daily. Control mdx mice (14 days old) and C57BL/10 mice (14 days 
old) received saline only for 14 days and were used as controls. 
 
Grip strength testing 
Forelimb muscle strength was evaluated with a grip strength meter (New Primer, São Paulo, 
Brazil), as previously described [9, 22]. Five measurements were obtained for each animal from 
each experimental group at the beginning (14 days old) and end (28 days old) of the time period. 
Absolute strength was normalized to body weight at 14 and 28 days. N = 5 for each group 
analyzed. 
 







The animals (n = 5 for each group analyzed) were anaesthetized using a mixture of ketamine 
hydrochloride (130 mg/kg; Francotar, Virbac, Fort Worth, TX, USA) and xylazine 
hydrochloride (6.8 mg/kg, 2% Virbaxil; Virbac), and blood samples (0.8 ml) were taken for 
biochemical assessment of muscle fiber degeneration and inflammatory cytokine, as previously 
described [9, 22]. 
 
Creatine kinase assay 
The samples were microcentrifuged at 3000 rpm for 10 min and the supernatant (serum) was 
removed and used for analysis after incubation at room temperature for 1–2 h to allow for 
clotting. The creatine kinase (CK) assay was carried out using a commercially available kit (CK 
Cinético Crystal, BioClin, Ireland) and a BioTek Spectrophotometer (BioTek Instruments Inc., 
Winooski, VT, USA). Values are reported as international units per litre. 
 
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
The samples were quantified using a Quantikine IL-1β ELISA kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA) according to the manufacturer’s instructions. 
 
Histopathological Analysis  
Degeneration/regeneration process evaluation (n = 5 for each group analyzed) 
For morphological visualization and quantification of muscle fiber damage the 
diaphragm (DIA) muscle, cryosections were incubated with fluorescently labelled 
immunoglobulin (Ig) G. In brief, muscle cryosections (8 µm thick) were preincubated for 30 
min with 5% bovine serum albumin (BSA) in phosphate-buffered saline (PBS), followed by a 
1 h incubation with IgG fluorescein isothiocyanate conjugate antibody (anti-mouse; Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, USA) [9]. The number of IgG-positive muscle fibers was expressed as 
a percentage of the total number of muscles fibers counted in each section (4-5 sections per 







For morphological analysis of regenerated muscle fibers (central nucleated fibers) and 
mature fibers (peripheral nucleated fibers), cryosections of the DIA muscles were stained with 
hematoxylin/eosin. Slides were examined under a Nikon Eclipse TS100 microscope connected 
to a computer and a video camera (Nikon DS-Ri1). Non overlapping images of the entire cross-
section were taken and tiled together using the NIS-elements AR Advances Research software 
(Nikon Instruments Inc., Melville, NY, USA) [23]. The number of central nucleated fibers and 
fibers with peripheral nuclei, expressed as a percentage of the total number of fibers, was 
determined in each cross-section (4-5 sections per muscle).  
 
Inflammation evaluation (n = 5 for each group analyzed) 
Muscle inflammation was measured by hematoxylin and eosin staining and F4/80 
immunohistochemistry, as previously described [9]. 
Inflammatory cells were identified in hematoxylin and eosin-stained sections in terms 
of nucleus morphology and cell size, and showed basophilic nuclear staining and little 
cytoplasm. Areas containing densely packed inflammatory cells were measured using the NIS-
elements AR Advances Research software.  
Muscle sections for F4/80 staining were fixed in acetone for 10 min, air dried for 20 min 
and washed with PBS. Sections were washed with PBS and blocked for 1 h at room temperature 
with 3% BSA in PBS. The slides were incubated overnight at 4°C with primary antibody against 
F4/80 (monoclonal antibody; AbD Serotec, Raleigh, NC, USA). After PBS washes, the slides 
were incubated with anti-rat secondary antibody (Texas Red® Anti-rat IgG; Vector 
Laboratories, Burlingame, CA, USA) for 1 h at room temperature. After washing with PBS, the 
muscle sections were mounted in 1,4-diazabicyclo[2.2.2]octane (DABCO; Sigma) mounting 
medium for fluorescence microscopy (Nikon Eclipse TS100). F4/80 staining was quantified 
using NIS-elements AR Advances Research software.  
For hematoxylin and eosin staining and F4/80 immunofluorescence the percentage of 
total muscle area was calculated in each section studied (four or five sections per muscle). A 








Oxidative stress evaluation (n = 5 for each group analyzed) 
Oxidative stress was analyzed by counting the number of autofluorescent granules of 
lipofuscin and dihydroethidium (DHE) reaction. 
Cryostat unfixed transverse sections, 8-μm-thick, of the DIA muscles were used for 
measuring the autofluorescent granules of lipofuscin. The section was mounted in medium for 
fluorescence microscopy (Nikon Eclipse TS100) and used within 3 days after mounting for the 
fluorescence measurements.  The total number of autofluorescent lipofuscin granules and tissue 
area were determined in each cross-section (4-5 sections per muscle) from all experimental 
groups, using the NIS-elements AR Advances Research software.  Assuming that the muscle 
sections were uniformly 8-µm thick, the number of autofluorescent lipofuscin granules per mm3 
of diaphragm muscle was calculated for each mouse [24]. 
To determine the levels of ROS, DIA cross-sections were incubated with DHE, as 
previously reported [9, 25]. Briefly, the diaphragm sections were incubated with 5 μl DHE in 
PBS at 37ºC for 30 minutes, and then washed with PBS and mounted in DABCO (Sigma). DHE 
staining shows as a bright red emission on fluorescence microscopy. The intensity of reactive 
DHE by muscle area was quantified by measuring pixels in a specific range (70–255 
wavelength), which was adjusted to eliminate interference from background fluorescence using 
the NIS-elements AR Advances Research software.  
 
Western Blotting Analysis  
The NF-κB, TNF-α and 4-hydroxynonenal (4-HNE) content in the DIA muscle of all 
experimental groups (n = 5 for each group analyzed) was analyzed using Western blotting, as 
previously reported [9, 22]. An assay lysis buffer containing freshly added protease and 
phosphatase inhibitors (1% Triton, 10 mM sodium pyrophosphate, 100 mM NaF, 10 µg/ml 
aprotinin, 1 mM phenylmethanesulphonyl fluoride and 0.25 mM Na3VO4) was used to lyse the 
muscles. The samples were centrifuged at 11,000 rpm for 20 min, and the soluble fraction was 
resuspended in 50 µl Laemmli loading buffer (2% sodium dodecyl sulphate [SDS], 20% 
glycerol, 0.04 mg/ml bromophenol blue, 0.12 M Tris-HCl, [pH 6.8] and 0.28 M β-
mercaptoethanol). A total of 30 µg total protein homogenate from each sample was placed onto 







membrane using a submersion electrotransfer apparatus (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, 
USA). Membranes were blocked for 2 h at room temperature with 5% skim milk/Tris-HCl 
buffer saline-Tween buffer (TBST; 10 mM Tris-HCl [pH 8], 150 mM NaCl and 0,05% Tween 
20). The membranes were incubated with the primary antibodies overnight at 4°C, washed in 
TBST, incubated with the peroxidase-conjugated secondary antibodies for 2 h at room 
temperature and developed using the SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate kit 
(Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA). To control for protein loading, Western Blotting 
transfer and nonspecific changes in protein levels, the blots were stripped and re-probed for 
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH). Band intensities were quantified using 
the GeneTools software (SynGene – A Divison of Synoptics, Cambridge, England).  
The following primary antibodies were used for Western blotting: (1) NF-κB (goat 
polyclonal, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, California); (2) TNF-α (rabbit anti-mouse 
polyclonal antibody; Millipore, CA, USA); (3) 4-HNE (goat polyclonal antibody; Santa Cruz 
Biotechnology); and (4) GAPDH (rabbit polyclonal antibody; Santa Cruz Biotechnology). The 
secondary antibody was peroxidase-labelled affinity-purified mouse or rabbit IgG antibody 
(KPL, Gaithersburg, MD, USA). 
 
Statistical Analysis 
All data are expressed as mean ± standard deviation (SD). Statistical analysis for direct 
comparison between means of groups was performed by ANOVA, followed by Tukey test used 




The control (C57BL/10) group and saline, prednisone- and diacerhein-treated mdx 
groups presented weight gain during the experimental period and there was no significant 
difference between them (Table 1). All experimental groups showed an increase in muscle 
strength over the study period, but the saline-treated mdx mice had the lowest gain and 







strength gain in the period, which was significantly different from the saline and prednisone-
treated mdx groups (Table 1).  
The degeneration and regeneration processes in the dystrophic diaphragm muscle were 
evaluated by intracellular fiber staining with IgG antibody, CK levels and by the number of 
fibers with central and peripheral nuclei.  
The damaged fibers were stained DIA muscle sections with antibody against IgG. 
Control (C57BL/10) mice showed no intracellular fiber staining (Fig. 1A), while mdx mice 
showed intracellular staining for IgG antibody within some muscle fibers (Fig. 1B). The 
diacerhein-treated mdx group showed a significant decrease in IgG staining (69.4%) in the 
diaphragm muscle of mdx mice (Fig. 1D,E). The biochemical evaluation of muscle fiber 
degeneration, by CK levels, showed a significant increase of this enzyme in the saline-treated 
mdx mice compared to the control (C57BL/10) mice (Fig. 1F). Prednisone- and diacerhein-
treated mdx groups showed a significant decrease of this increase (40.3% in mdxP and 63.2% 
in mdxD) in the diaphragm muscle of mdx mice (Fig. 1F). 
Mature fibers with peripheral nuclei were observed in the diaphragm muscle of 
C57BL/10 and mdx mice (Fig. 1G,H,I,J). Regenerated muscle fibers indicated by central nuclei 
were seen in the dystrophic diaphragm muscle (Fig. 1H,I,J). The saline-treated mdx group 
showed an expressive number of regenerated muscle fibers and the diacerhein treatment 
significantly reduced this increase (Fig. 1K). A significant decrease of fibers with peripheral 
nuclei was observed in saline-treated mdx mice compared to the control mice (Fig. 1L). At the 
same time, a significant increase of fibers with peripheral nuclei occurred in diacerhein-treated 
mdx mice compared to saline-treated mdx mice (Fig. 1L). 
The inflammatory process in the control (C57BL/10) group and saline, prednisone- and 
diacerhein-treated mdx groups was evaluated by determining the inflammatory area; the 
infiltration of macrophages; and NF-κB, TNF-α, IL-1β and IL-6 content in the diaphragm 
muscle. 
The inflammatory area showed conspicuous regions containing inflammatory cells, 
which were densely packed among regenerated and degenerated muscle fibers (Fig. 2B,C). 
Prednisone and diacerhein significantly reduced the area of inflammation (67.6% in mdxP and 







where the diacerhein treatment showed a more expressive reduction (Fig. 2E). In terms of the 
infiltration of macrophages, no macrophages were detected in the diaphragm muscle sections 
from the control (C57BL/10) mice (Fig. 2F,J), while mdx mice showed a higher proportion of 
macrophage infiltration (Fig. 2G,J). Prednisone and diacerhein treatments significantly 
decreased macrophage infiltration (61.2% in mdxP and 78.9% in mdxD) compared to the saline-
treated mdx mice (Fig. 2H,I,J). 
Immunoblotting revealed a significant increase in TNF-α and NF-κB levels in the saline-
treated mdx muscle (by 73.6% and 28.7%, respectively) compared to the control (C57BL/10) 
mice (Fig. 3A,B). Prednisone and diacerhein treatments significantly reduced the TNF-α level 
in the diaphragm muscle (by 39.8% and 45.3%, respectively) in mdx mice compared to the 
saline-treated mdx mice (Fig. 3A). Increased IL-1β and IL-6 levels were verified in the saline-
treated mdx mice (by 277.7% and 977.4%, respectively) compared to the control (C57BL/10) 
mice (Fig. 3C,D). Prednisone and diacerhein treatments significantly reduced the IL-1β level 
(by 74.7% and 59.7%, respectively) in the mdx mice compared to the saline-treated mdx mice 
(Fig. 3C), but had no effect on IL-6 levels (Fig. 3D).  
The last analysis performed in the present study was the determination of oxidative 
stress, which was assessed by DHE reaction, the number of autofluorescent granules of 
lipofuscin and 4-HNE protein adduct levels.  
The DHE area was significantly (about 74%) larger in saline-treated mdx mice compared 
to the control (C57BL/10) mice (Fig. 4A,B). Prednisone and diacerhein significantly reduced 
the DHE area (16.1% in mdxP and 49.6% in mdxD) in the diaphragm muscle of mdx mice 
compared to the saline-treated mdx mice, where the diacerhein treatment showed a more 
expressive reduction (Fig. 4C,D,E). Autofluorescent lipofuscin granules in diaphragm muscles 
from normal and mdx mice can be seen in Figures 4F,G,H,I. The lipofuscin granules were 
expressively pronounced in the diaphragm muscle of saline-treated mdx mice compared to the 
control (C57BL/10) mice (Fig. 4J). Prednisone and diacerhein treatments significantly reduced 
the number of lipofuscin granules (by 46.9% and 41.2%, respectively) in mdx mice compared 
to the saline-treated mdx mice (Fig. 4J). Bands of 4-HNE-protein adducts are shown in Figure 
4K. Proteins from 17 to 150 kDa were observed in all groups. Considering the sum of the all 
bands (11 bands), the 4-HNE protein adduct levels were significantly higher in saline-treated 







adduct levels was observed in the prednisone- and diacerhein-treated mdx groups (by 24% and 
20.5%, respectively) compared to the control (C57BL/10) mice (Fig. 4K). 
 
DISCUSSION 
DMD is one of the most prevalent forms of muscular dystrophies for which there is no 
cure. Prednisone, prednisolone and/or deflazacort are the most commonly used glucocorticoid 
treatments in this disorder, but exhibit relatively limited therapeutic success and several side 
effects, such as weight gain, bone demineralization and hypertension [26], indicating that there 
is a critical need for new pharmacological therapy. In this sense, we evaluated the effects of 
diacerhein, an established drug used for osteoarthritis with important anti-inflammatory and 
antioxidant properties [20, 27], in mdx mice, focusing on the morphological and molecular 
alterations of the diaphragm muscle.  
Sarcolemmal damage is one of the key early events which leads to the pathological 
features observed at later stages of this disease progression in muscular dystrophy [28]. The 
reduction in IgG uptake by muscle fibers and lesser CK levels in the serum of diacerhein-treated 
mdx mice indicate the protective effect of this drug against dystrophic myonecrosis. In addition, 
this result was reinforced by the reduced number of fibers with central nuclei with a concomitant 
increase in fibers with peripheral nuclei after diacerhein treatment. Expressive increased 
forelimb strength in diacerhein-treated mdx mice, similar to that observed in normal mice, also 
demonstrates another positive effect of diacerhein against muscle damage. These diacerhein 
beneficial effects seen in dystrophic mice may be at least partly justified by the anti-
inflammatory action of this drug.  
Anti-inflammatory treatments have demonstrated effective effects against myonecrosis 
in muscular dystrophies. Some of these studies showed that the functional blockade of NF-κB 
or the inflammatory cytokines, such as TNF-α, IL-6 and IL-1β are a specific therapeutic strategy 
for the treatment of dystrophinopathies [11, 29-31]. Regarding the anti-inflammatory 
diacerhein effects in the present work, we observed an expressive reduction in some 
inflammatory parameters analyzed, which include the inflammatory area, macrophage staining 







The anti-inflammatory is a most relevant property attributed to diacerhein, previously 
shown in experimental models [20, 32, 33]. Despite the fact that the precise mechanism of how 
this drug exerts its anti-inflammatory effects is still not completely understood, several works 
suggest that diacerhein and its active metabolite, rhein, downregulates the TNF-α, IL-6 and IL-
1β expression and inhibits NF-κB activation [20, 34, 35]. However, we did not find a significant 
reduction in NF-κB and IL-6 levels after diacerhein treatment in mdx mice. Perhaps, as many 
inflammatory pathways are triggered in muscular dystrophy, it is possible that diacerhein, 
alone, is insufficient to halt the whole process. 
Oxidative stress is another important contributor towards muscle damage in muscular 
dystrophy [36, 37]. Excessive oxidative stress can produce superoxide anions, hydrogen 
peroxide or nitric oxide. These primary oxidative species are converted to secondary reactive 
oxygen species (ROS) and reactive nitrogen species (RNS), which can damage membrane 
lipids, structural and regulatory proteins, and DNA [36]. The results presented in this work 
showed that diacerhein treatment was effective in reducing the ROS and lipid peroxidation in 
the diaphragm muscle in mdx mice. These data also corroborate the reduction of muscle damage 
observed here, since studies show that oxidative stress precedes the degeneration process in 
mdx mice [38]. There are few studies focusing on the antioxidant effects of diacerhein, however, 
two studies point out that this drug modulates superoxide anion production from human 
neutrophils [32] and suppresses the increase in plasma nitric oxide (NO) levels during the 
development of rat adjuvant-induced arthritis [39]. In view of the promising antioxidant effects 
of diacerhein in the dystrophic muscle observed here, it is important that future studies better 
understand the mechanisms of the antioxidant action of this drug. 
In addition to providing a comprehensive outcome assessment of treatment with 
diacerhein, the present study also compared the results obtained with diacerhein therapy to 
current glucocorticoid treatment widely used in DMD patients, with a main focus on the impact 
of prednisone. Glucocorticoid treatment is the only therapy proven to be beneficial in improving 
the skeletal and cardiac muscle function in Duchenne muscular dystrophy [26]. Our findings 
demonstrate that diacerhein treatment improves the dystrophic phenotype in the diaphragm 
muscle of mdx mice similar to prednisone therapy, indicated by the reduction in myonecrosis, 







In conclusion, this work suggests a potential use of diacerhein as an alternative drug in 
dystrophinopathy treatment and recommends that their anti-inflammatory and antioxidant 
properties in the dystrophic muscle should be better understood.  
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Figure 1. Degeneration/regeneration process in dystrophic diaphragm muscle. 
Diaphragm (DIA) cross-sections showing IgG staining (white arrow) in C57BL/10 (A), saline-
treated mdx mice (B), prednisone-treated mdx mice (C) and diacerhein-treated mdx mice (D). 
The graphs (E) show the IgG staining (%) in the DIA muscle of C57BL/10 mice (Ctrl), saline-
treated mdx mice (mdx), prednisone-treated mdx mice (mdxP) and diacerhein-treated mdx mice 
(mdxD). The graphs (F) show the creatine kinase (CK) levels in Ctrl, mdx, mdxP and mdxD. 
CK values expressed as mean ± standard deviation (SD). DIA cross-sections showing fibers 
which central nuclei (black arrow head) and peripheral nuclei (black arrow) in Ctrl (G), mdx 
(H), mdxP (I) and mdxD (J). The graphs show the nuclei central fibers (K) and peripheral nuclei 
fibers (L) in the DIA muscle of Ctrl, mdx, mdxP and mdxD groups. aP  0,05 compared with 
Ctrl mice, bP  0,05 compared with mdx mice (one-way ANOVA with Tukey’s post-hoc test). 
 
Figure 2. Inflammatory response morphology in dystrophic diaphragm muscle. 
Diaphragm (DIA) cross-sections showing inflammatory area (outline) in C57BL/10 (A), saline-
treated mdx mice (B), prednisone-treated mdx mice (C) and diacerhein-treated mdx mice (D). 
The graphs (E) show the inflammatory area (%) in the DIA muscle of C57BL/10 mice (Ctrl), 
saline-treated mdx mice (mdx), prednisone-treated mdx mice (mdxP) and diacerhein-treated mdx 
mice (mdxD). DIA cross-sections showing F4/80 staining (white arrow) in Ctrl (F), mdx (G), 
mdxP (H) and mdxD (I). In (J), graphs show the F4/80 staining (%) in the DIA muscle of Ctrl, 
mdx, mdxP and mdxP groups. aP  0,05 compared with Ctrl mice, bP  0,05 compared with mdx 









Figure 3. Factor and inflammatory cytokines involved in dystrophic process. 
Western blotting analysis of tumor necrosis factor alpha (A, TNF-α), and nuclear factor-kappa 
(B, NF-κB). The blots of the proteins (top row) and of glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase (loading control, bottom row), are shown. The graphs show protein levels in the 
crude extracts of diaphragm (DIA) muscle from C57BL/10 mice (Ctrl), saline-treated mdx mice 
(mdx), prednisone-treated mdx mice (mdxP) and diacerhein-treated mdx mice (mdxD). The 
intensities of each band were quantified and normalized to those of the corresponding Ctrl. 
Relative values are expressed as mean ± standard deviation (SD). Detection of IL-1β (C) and 
IL-6 (D) levels in serum of Ctrl, mdx, mdxP and mdxD groups. aP  0,05 compared with Ctrl 
mice, bP  0,05 compared with mdx mice (one-way ANOVA with Tukey’s post-hoc test). 
 
Figure 4. Oxidative stress in dystrophic diaphragm muscle. 
Diaphragm (DIA) cross-sections showing dihydroethidium (DHE) fluorescence in C57BL/10 
(A), saline-treated mdx mice (B), prednisone-treated mdx mice (C) and diacerhein-treated mdx 
mice (D). The graphs (E) show the DHE staining area (%) in C57BL/10 mice (Ctrl), saline-
treated mdx mice (mdx), prednisone-treated mdx mice (mdxP) and diacerhein-treated mdx mice 
(mdxD). DIA cross-sections showing autofluorescent lipofuscin granules (white arrow) in Ctrl 
(F), mdx (G), mdxP (H) and mdxD (I). The graphs (J) show the number of lipofuscin granules 
x 10-4/mm3 in Ctrl, mdx, mdxP and mdxD groups. In (K), western blotting analysis of 4-
hydroxynonenal (4-HNE)-protein adducts. Bands corresponding to protein (top row), and 
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH; used as loading control) (bottom row), 
are shown. The graphs show protein levels in the crude extracts of DIA muscle from Ctrl, mdx, 
mdxP and mdxD groups.  The intensities of each band were quantified and normalized to those 
of the corresponding Ctrl (in order to obtain relative values). All values expressed as mean ± 
standard deviation (SD). aP  0,05 compared with Ctrl mice, bP  0,05 compared with mdx 








Table 1. Body weights and forelimb muscle strength in control and dystrophic mice 






 Start Final (%) 14 Days 28 Days (%) 
Ctrl 6,67±0,62 12,96±1,92 94,22 1,80±0,15 2,68±0,16 48,87 
mdx 6,54±0,63 12,34±1,81 88,83 1,85±0,17 2,09±0,09a 12,55 
mdxP 7,19±0,53 11,84±1,04 64,77 1,87±0,14 2,16±0,50 15,36 
mdxD 6,81±0,87 12,99±2,00 90,75 1,79±0,26 2,82±0,26b,c 57,88 
Body weight (g) was measured at the beginning (start) and after 2 weeks (final) in C57BL/10 mice 
(Ctrl), saline-treated mdx mice (mdx), prednisone-treated mdx mice (mdxP) and diacerhein-treated 
mdx mice (mdxD). Forelimb muscle strength was assessed by taking measurements of force at time 
points 1 and 2, normalized by body weight (g/g). Body weight gain/period: percentage of body 
weight gain during the treatment period. Force gain/period: percentage of muscular force gain 
during the treatment period. All values expressed as mean ± standard deviation (SD). aP  0,05 
compared with Ctrl mice, bP  0,05 compared with mdx mice,  cP  0,05 compared with 
prednisone-treated mdx mice (one-way ANOVA with Tukey’s post-hoc test). 
 
Supporting Information 
S1 Fig. Degeneration/regeneration process in dystrophic diaphragm muscle. 
Diaphragm (DIA) cross-sections showing IgG staining (white arrow) in C57BL/10 (A), saline-
treated mdx mice (B), prednisone-treated mdx mice (C) and diacerhein-treated mdx mice (D). The 
graphs (E) show the IgG staining (%) in the DIA muscle of C57BL/10 mice (Ctrl), saline-treated 
mdx mice (mdx), prednisone-treated mdx mice (mdxP) and diacerhein-treated mdx mice (mdxD). 
The graphs (F) show the creatine kinase (CK) levels in Ctrl, mdx, mdxP and mdxD. CK values 
expressed as mean ± standard deviation (SD). DIA cross-sections showing fibers which central 
nuclei (black arrow head) and peripheral nuclei (black arrow) in Ctrl (G), mdx (H), mdxP (I) and 







DIA muscle of Ctrl, mdx, mdxP and mdxD groups. aP  0,05 compared with Ctrl mice, bP  0,05 
compared with mdx mice (one-way ANOVA with Tukey’s post-hoc test). 
 
S2 Fig. Inflammatory response morphology in dystrophic diaphragm muscle. 
Diaphragm (DIA) cross-sections showing inflammatory area (outline) in C57BL/10 (A), saline-
treated mdx mice (B), prednisone-treated mdx mice (C) and diacerhein-treated mdx mice (D). The 
graphs (E) show the inflammatory area (%) in the DIA muscle of C57BL/10 mice (Ctrl), saline-
treated mdx mice (mdx), prednisone-treated mdx mice (mdxP) and diacerhein-treated mdx mice 
(mdxD). DIA cross-sections showing F4/80 staining (white arrow) in Ctrl (F), mdx (G), mdxP 
(H) and mdxD (I). In (J), graphs show the F4/80 staining (%) in the DIA muscle of Ctrl, mdx, 
mdxP and mdxP groups. aP  0,05 compared with Ctrl mice, bP  0,05 compared with mdx mice,  
cP  0,05 compared with prednisone-treated mdx mice (one-way ANOVA with Tukey’s post-hoc 
test). 
 
S3 Fig. Factor and inflammatory cytokines involved in dystrophic process. 
Western blotting analysis of tumor necrosis factor alpha (A, TNF-α), and nuclear factor-kappa 
(B, NF-κB). The blots of the proteins (top row) and of glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase (loading control, bottom row), are shown. The graphs show protein levels in the 
crude extracts of diaphragm (DIA) muscle from C57BL/10 mice (Ctrl), saline-treated mdx mice 
(mdx), prednisone-treated mdx mice (mdxP) and diacerhein-treated mdx mice (mdxD). The 
intensities of each band were quantified and normalized to those of the corresponding Ctrl. 
Relative values are expressed as mean ± standard deviation (SD). Detection of IL-1β (C) and IL-
6 (D) levels in serum of Ctrl, mdx, mdxP and mdxD groups. aP  0,05 compared with Ctrl mice, 
bP  0,05 compared with mdx mice (one-way ANOVA with Tukey’s post-hoc test). 
 
S4 Fig. Oxidative stress in dystrophic diaphragm muscle. 
Diaphragm (DIA) cross-sections showing dihydroethidium (DHE) fluorescence in C57BL/10 







mice (D). The graphs (E) show the DHE staining area (%) in C57BL/10 mice (Ctrl), saline-
treated mdx mice (mdx), prednisone-treated mdx mice (mdxP) and diacerhein-treated mdx mice 
(mdxD). DIA cross-sections showing autofluorescent lipofuscin granules (white arrow) in Ctrl 
(F), mdx (G), mdxP (H) and mdxD (I). The graphs (J) show the number of lipofuscin granules x 
10-4/mm3 in Ctrl, mdx, mdxP and mdxD groups. In (K), western blotting analysis of 4-
hydroxynonenal (4-HNE)-protein adducts. Bands corresponding to protein (top row), and 
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH; used as loading control) (bottom row), 
are shown. The graphs show protein levels in the crude extracts of DIA muscle from Ctrl, mdx, 
mdxP and mdxD groups.  The intensities of each band were quantified and normalized to those 
of the corresponding Ctrl (in order to obtain relative values). All values expressed as mean ± 
standard deviation (SD). aP  0,05 compared with Ctrl mice, bP  0,05 compared with mdx mice,  
cP  0,05 compared with prednisone-treated mdx mice (one-way ANOVA with Tukey’s post-hoc 
test). 
 
S2 Table. Body weights and forelimb muscle strength in control and dystrophic mice. 
Body weight (g) was measured at the beginning (start) and after 2 weeks (final) in C57BL/10 mice 
(Ctrl), saline-treated mdx mice (mdx), prednisone-treated mdx mice (mdxP) and diacerhein-treated 
mdx mice (mdxD). Forelimb muscle strength was assessed by taking measurements of force at time 
points 1 and 2, normalized by body weight (g/g). Body weight gain/period: percentage of body 
weight gain during the treatment period. Force gain/period: percentage of muscular force gain 
during the treatment period. All values expressed as mean ± standard deviation (SD). aP  0,05 
compared with Ctrl mice, bP  0,05 compared with mdx mice,  cP  0,05 compared with 
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Background  Aims: Oxidative stress, in addition to the absence of the dystrophin 
protein, has been considered an important regulator of Duchenne muscular dystrophy (DMD). 
Vitamin E presents an important role as a potent antioxidant and in preserving the integrity of 
the cell membrane. In this study, we evaluated the effects of vitamin E therapy on some 
physiological pathways that can contribute to muscle injury in the diaphragm muscle of mdx 
mice (the experimental model of DMD), such as CK levels; inflammatory response; oxidative 
stress; and the enzymatic antioxidant system. 
Methods: mdx mice (14 days old) received 40 mg vitamin E/kg daily by oral gavage for 
14 days, followed by the removal of the diaphragm muscle. Control mdx mice and C57BL/10 
mice received saline only for the same period and were used as controls. 
Results: Vitamin E reduced the muscle fiber damage; oxidative stress; and inflammation 
process in the diaphragm muscle of mdx mice. 
Conclusions: Vitamin E improves skeletal muscle injury in mdx mice, promoting 
membrane repair and exhibiting antioxidant and anti-inflammatory effects. These vitamin E 
effects suggest that this antioxidant therapy may be a relevant approach for distrophinopathies. 
 








The use of antioxidants as a therapeutic agent has recently gained renewed interest since 
several studies have demonstrated positive outcomes regarding some diseases, such as 
cardiovascular disease, atherosclerosis, allergic disease, neuromuscular disease and muscular 
dystrophies [1, 2]. In Duchenne muscular dystrophy (DMD) particularly, the most common and 
severe of muscular dystrophies, some antioxidants, such as N-acetylcysteine, green tea and 
taurine, showed beneficial effects, reducing myonecrosis, inflammatory cytokines and reactive 
oxygen species in dystrophic patients and in experimental DMD models [3-6]. 
Oxidative stress, in addition to the absence of the dystrophin protein which is the first 
consequence of mutation in DMD, has been considered an important regulator of DMD 
progression [7]. Studies showed that oxidative stress participates in early disease stages and 
installs itself before the onset of the disease in mdx mice, the experimental model of DMD [8, 
9]. Increased levels of lipid and protein oxidation have been seen in muscles of mdx mice [8] 
and dystrophic patients [10] and some authors associate this increase with histopathological 
alterations found in dystrophic muscles [11]. Furthermore, the dystrophic muscles showed 
pathological changes similar to several oxidative stress conditions, such as ischemia, exhaustive 
exercise and vitamin E deficiency [12-14]. 
Vitamin E deficiency in human beings associated with muscle weakness, elevated 
creatine kinase (CK) levels, loss of muscle strength and myopathy, and diets highly deficient in 
this vitamin leads to myonecrosis [15-17]. These pathological characteristics are very similar 
to those found in dystrophic patients and dystrophic experimental models. Studies suggest that 
muscle health is dependent on an adequate supply of dietary vitamin E [18, 19]. 
Vitamin E is an essential micronutrient for human beings and achieving an optimal 
status is assumed to produce beneficial health outcomes. Dietary intake recommendations for 
vitamin E are established in several countries and refer to its important role as a potent 
antioxidant and in preserving the integrity of the cell membrane [20].  
So, it is possible that vitamin E promoting the reduction of oxidative stress and 
membrane repair in the dystrophic skeletal muscle can be a new treatment strategy which may 







antioxidant drugs presented beneficial effects in patients with facioscapulohumeral dystrophy, 
enhancing the antioxidant defenses and reducing oxidative stress [21].  
Supported by the antioxidant and membrane stabilizer properties of vitamin E described 
above, we evaluated the effects of this antioxidant therapy on some physiological pathways that 
can contribute to muscle injury in the dystrophic muscle of mdx mice, such as CK levels, 




All experiments described here were carried out based on the guidelines of the Brazilian 
College for Animal Experimentation (COBEA) and approved by the Ethics Committee of our 
institution (process nº 3334–1). Newborn male and female C57BL/10 
(C57BL/10ScCr/PasUnib) and mdx (C57BL/10-Dmdmdx/PasUnib) mice were maintained on 
a regimen of 12-h dark, 12-h light cycles, room temperature at 21°C and were weaned at 21 
days of age.  After this period, they had ad libitum access to food and water.  
 
Vitamin E treatment protocol 
The mdx mice were distributed into two groups: mdx (untreated group) and mdxVE 
(vitamin E-treated group). mdx mice (14 days old) received 40 mg vitamin E/kg daily (Nature 
Made®, Mission Hills, CA, USA) by oral gavage, diluted in 0,05 ml Tween 1% for 14 days. In 
order to accurately adjust the drug dose, each animal was weighed daily. Control mdx mice (14 
days old) and C57BL/10 mice (14 days old) received saline only for 14 days and were used as 
controls. 
 
Blood samples for creatine kinase (CK) and IL-1β analysis  
The animals (n = 5 for each group analyzed) were anaesthetized using a mixture of 







hydrochloride (6.8 mg/kg, 2% Virbaxil; Virbac), and blood samples (0.8 ml) were taken for 
biochemical assessment of muscle fiber degeneration and inflammatory cytokine.  
For the CK assay the samples were microcentrifuged at 3000 rpm for 10 min and the 
supernatant (serum) was removed and used for analysis after incubation at room temperature 
for 1–2 h to allow for clotting. The CK assay was carried out using a commercially available 
kit (CK Cinético Crystal, BioClin, Ireland) and a BioTek Spectrophotometer (BioTek 
Instruments Inc., Winooski, VT, USA). Values are reported as international units per litre. 
For IL-1β analysis, the samples was quantified using a Quantikine IL-1β ELISA kit 
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) according to the manufacturer’s instructions. 
Histopathological Analysis (n = 5 for each group analyzed) 
For morphological visualization and quantification of muscle fiber damage the DIA 
muscle, cryosections were incubed with fluorescently labelled immunoglobulin (Ig) G. In brief, 
muscle cryosections (8 µm thick) were preincubated for 30 min with 5% bovine serum albumin 
(BSA) in phosphate-buffered saline (PBS), followed by a 1 h incubation with IgG fluorescein 
isothiocyanate conjugate antibody (anti-mouse; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). IgG-
labelled fibres were counted on representative muscle sections from all experimental groups. 
For inflammatory response, the inflammatory cells were identified in hematoxylin and 
eosin-stained sections in terms of nucleus morphology and cell size, and showed basophilic 
nuclear staining and little cytoplasm. Areas containing densely packed inflammatory cells and 
the total muscle area were measured using the NIS-elements AR Advances Research software. 
A blinded observer carried out the counts and measurements. 
For macrophage infiltration, muscle sections for F4/80 staining were fixed in acetone 
for 10 min, air dried for 20 min and washed with PBS. Sections were washed with PBS and 
blocked for 1 h at room temperature with 3% BSA in PBS. The slides were incubated overnight 
at 4°C with primary antibody against F4/80 (monoclonal antibody; AbD Serotec, Raleigh, NC, 
USA). After PBS washes, the slides were incubated with anti-rat secondary antibody (Texas 
Red® Anti-rat IgG; Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) for 1 h at room temperature. 
After washing with PBS, the muscle sections were mounted in 1,4-diazabicyclo[2.2.2]octane 
(DABCO; Sigma) mounting medium for fluorescence microscopy (Nikon Eclipse TS100). 







immunofluorescence the percentage of total muscle area was calculated in each section studied 
(four or five sections per muscle). A blinded observer carried out the counts and measurements.  
Oxidative stress was analyzed by counting the number of autofluorescent granules of 
lipofuscin and dihydroethidium (DHE) reaction.  
Cryostat unfixed transverse sections, 8-μm-thick, of the DIA muscles were used for 
measuring the autofluorescent granules of lipofuscin. The section was mounted in medium for 
fluorescence microscopy (Nikon Eclipse TS100) and used within 3 days after mounting for the 
fluorescence measurements. The total number of autofluorescent lipofuscin granules and tissue 
area were determined in each cross-section (4-5 sections per muscle) from all experimental 
groups, using the NIS-elements AR Advances Research software.  Assuming that the muscle 
sections were uniformly 8-µm thick, the number of autofluorescent lipofuscin granules per 
mm3 of diaphragm muscle was calculated for each mouse. 
To determine the levels of ROS, DIA cross-sections were incubated with DHE, as 
previously reported (ref). Briefly, the diaphragm sections were incubated with 5 μl DHE in PBS 
at 37ºC for 30 minutes, and then washed with PBS and mounted in DABCO (Sigma). DHE 
staining shows as a bright red emission on fluorescence microscopy. The intensity of reactive 
DHE by muscle area was quantified by measuring pixels in a specific range (70–255 
wavelength), which was adjusted to eliminate interference from background fluorescence using 
the NIS-elements AR Advances Research software.  
 
Western Blotting Analysis  
The NF-κB, TNF-α, 4-hydroxynonenal (4-HNE), manganese-superoxide dismutase 
(SOD2), catalase and glutathione reductase (GR) content in the DIA muscle of all experimental 
groups (n = 5 for each group analyzed) was analyzed using Western blotting. An assay lysis 
buffer containing freshly added protease and phosphatase inhibitors (1% Triton, 10 mM sodium 
pyrophosphate, 100 mM NaF, 10 µg/ml aprotinin, 1 mM phenylmethanesulphonyl fluoride and 
0.25 mM Na3VO4) was used to lyse the muscles. The samples were centrifuged at 11,000 rpm 
for 20 min, and the soluble fraction was resuspended in 50 µl Laemmli loading buffer (2% 
sodium dodecyl sulphate [SDS], 20% glycerol, 0.04 mg/ml bromophenol blue, 0.12 M Tris-







each sample was placed onto 12–15% SDS-polyacrylamide gels. Proteins were transferred from 
the gels to a nitrocellulose membrane using a submersion electrotransfer apparatus (Bio-Rad 
Laboratories, Hercules, CA, USA). Membranes were blocked for 2 h at room temperature with 
5% skim milk/Tris-HCl buffer saline-Tween buffer (TBST; 10 mM Tris-HCl [pH 8], 150 mM 
NaCl and 0,05% Tween 20). The membranes were incubated with the primary antibodies 
overnight at 4°C, washed in TBST, incubated with the peroxidase-conjugated secondary 
antibodies for 2 h at room temperature and developed using the SuperSignal West Pico 
Chemiluminescent Substrate kit (Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA). To control for 
protein loading, Western Blotting transfer and nonspecific changes in protein levels, the blots 
were stripped and re-probed for glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH). Band 
intensities were quantified using the GeneTools software (SynGene – A Divison of Synoptics, 
Cambridge, England).  
The following primary antibodies were used for Western blotting: (1) NF-κB (goat 
polyclonal, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, California); (2) TNF-α (rabbit anti-mouse 
polyclonal antibody; Millipore, CA, USA); (3) 4-HNE (goat polyclonal antibody; Santa Cruz 
Biotechnology); (4) GAPDH (rabbit polyclonal antibody; Santa Cruz Biotechnology); SOD2 
(rabbit polyclonal antibody; Sigma-Aldrich); Catalase (mouse monoclonal antibody; Sigma-
Aldrich), and GSR (rabbit polyclonal antibody; Sigma-Aldrich). The secondary antibody was 
peroxidase-labelled affinity-purified mouse or rabbit IgG antibody (KPL, Gaithersburg, MD, 
USA). 
 
Glutathione (GSH) content 
Total GSH content was determined by Ellman's reaction using 5′5′-dithio-bis-2-
nitrobenzoic acid (DTNB) as described by Anderson 1985. The intensity of the yellow colour 
was read at 412 nm. The results were expressed as nmol per mg of protein. 
 
Statistical Analysis 
All data are expressed as mean ± standard deviation (SD). Statistical analysis for direct 











Body weight did not differ significantly between vitamin E-treated, saline-treated mdx 
mice and C57BL/10 (control) mice during the study period. A longitudinal comparison showed 
an increase in body weight at the end of the experiment in all animals (by 90,2% in the ctrl mice 
group; 88.1% in the mdx mice group and 78,1% in the VE mdx mice group). 
The biochemical evaluation of muscle fiber degeneration, by CK levels, showed a 
significant increase in the saline-treated mdx mice (3351.5 ± 764.63 U/l) when compared to the 
control mice (304.19 ± 282.10 U/l). Administration of VE significantly reduced the levels of 
this enzyme (2271.29 ± 965.69 U/l; VE mdx vs saline mdx, P ≤ 0,05).  
The loss of sarcolemmal integrity in mdx mice was evaluated by intracellular fiber 
staining for IgG antibody. Control (C57BL/10) mice showed no intracellular fiber staining (Fig. 
1A,D), while mdx mice showed intracellular staining for IgG antibody within some muscle 
fibers (Fig. 1B,D). The VE-treated mdx group showed a significant decrease in IgG staining 
(97.6%) in the diaphragm muscle compared to saline-treated mdx mice (Fig. 1C,D).  
The diaphragm muscle from saline-treated mdx mice showed oxidative stress damage 
markers when compared to the control (C57BL/10) mice, characterized by a significant increase 
in the DHE area (Fig. 2B,D) and in the autofluorescent lipofuscin granules (Fig. 2F,H), 
accompanied by a concomitant high level of 4-HNE-protein adducts (Fig. 2I). Reduction in the 
DHE area, in the autofluorescent lipofuscin granules and in the 4-HNE protein adduct levels 
was observed in the vitamin E-treated mdx groups (by 81.6%, 51.4% and 24.3%, respectively) 
compared to the control (C57BL/10) mice (Fig. 2D,H,I). 
The effect of the vitamin E treatment on SOD, catalase, GR and GSH levels is shown 
in Fig. 3A,B,C,D. The reduction (by 27.1%) of SOD levels in saline-treated mdx mice was 
found to be significant when compared to the control (C57BL/10) mice (Fig. 3A). The vitamin 
E treatment significantly reestablished the SOD levels in the mdx mice (Fig. 3A). There was 







(Fig. 3B,C,D). Vitamin E treatment significantly decreased the catalase levels (by 40.3%) in 
mdx mice (Fig. 3B).  
 
The delimited inflammatory area (Figure 4B) and the macrophage infiltration (Fig. 4F) 
analyses showed an expressive inflammatory process in the saline-treated mdx mice (Fig. 
4D,H). Vitamin E treatment significantly decreased the inflammatory area (by 74.7%; Figure 4 
C,D) and macrophage infiltration (by 58%; Fig. 4G,H) in the diaphragm muscle of mdx mice 
compared to the saline-treated mdx mice. 
Regarding some molecular mechanisms involved in dystrophic inflammatory response, 
immunoblotting revealed a significant increase in TNF-α and NF-κB levels in the saline-treated 
mdx muscle (by 73.6% and 28.7%, respectively) compared to the control (C57BL/10) muscle 
(Fig. 5A,B). At the same time, serum IL-1β level was found to have increased in the saline-
treated mdx mice (by 277.6%) compared to the control (C57BL/10) mice (Fig. 5C). A marked 




The term vitamin E corresponds to eight fat-soluble compounds (α-, β-, γ-, δ-tocopherol, 
and α-, β-, γ-, δ-tocotrienol) synthesized in plants and represented in different degrees in fat-
rich food, such as edible oils and seeds [1, 22]. The α-Tocopherol, the most common form of 
vitamin E in human tissues, is considered to be a cytoprotective factor in preventing 
inflammatory and degenerative processes [23, 24]. This study demonstrated that vitamin E 
supplementation in mdx mice, for 14 days, had beneficial effects against myonecrosis, 
inflammatory response and oxidative stress. 
We observed that vitamin E treatment induced an improvement in terms of sarcolemmal 
integrity loss, with a reduced serum CK level and a good correlation with the histological 
findings, consisting in a significant decrease in the skeletal muscle IgG uptake. In agreement 
with our results, [25] showed an excessive increase in the CK levels and muscle pathology in 
exercised vitamin E-deprived rats. Membrane repair could be the mechanism involved in this 







considered that due to its lipid solubility, vitamin E partitions into the hydrophobic core of the 
plasma membrane bilayer, resulting in bilayer physical alterations, such as fluidity, which 
increased at the bilayer suface of liposomes and decresead in the interior [20].  
The other mechanism of vitamin E involved in membrane repair is its action as a potent 
antioxidant, particularly preventing lipid peroxidation [27]. Lipid peroxidation is elevated in 
dystrophic patients and mdx mice. Studies showed elevated concentrations of byproducts of 
lipid peroxidation (e.g.,TBARS, 4-HNE) and in addition, the oxidative stress markers in DMD 
patients and mdx mice [2, 3, 28, 29]. Our data showed that vitamin E may contribute to 
minimize the adverse effects of oxidative damage, including lipid peroxidation and free radical 
generation.  Collaborating with our results, other works also report these vitamin E actions 
under other conditions, such as diabetes and cardiovascular disease [30, 31]. In addition, the 
positive correlation between the reduction in 4-HNE levels and oxidative stress markers and 
the increase in SOD levels in the vitamin E-treated mdx group reinforces the vitamin E 
antioxidant effects on the dystrophic muscle. We observed restoration in the SOD levels in mdx 
mice similar to that of the control mice after vitamin E therapy. Similar results were reported 
in the study that evaluated the electromagnetic fields on oxidative stress parameters in 
substantia nigra in vitamin E-treated rats [32]. In addition, under our experimental conditions, 
the reduction of oxidative stress in vitamin E-treated mdx mice might somehow have reduced 
the catalase levels. Regarding GR and GSH levels, we found no alterations between the 
experimental groups. No changes in GR and GSH levels in the diaphragm muscle have been 
previously reported among the control and mdx mice [33]. 
Beside its antioxidant effect, previous data also support the beneficial effects of vitamin 
E therapy on inflammation biomarkers under several pathological conditions [34-37]. So, we 
also evaluated this possible vitamin E effect on the dystrophic muscle. We found that vitamin 
E treatment in mdx mice had favorable effects on the dystrophic inflammatory process, 
reducing the histological and molecular inflammatory parameters. A previous study reports that 
vitamin E directly regulates signal transduction and expression of the genes involved in 
inflammatory processes [38]. Treatments with α-tocopherol have been shown to inhibit the NF-
κB activity [39]. Although we did not specifically study the NF-κB activity, considering our 
results, it is possible that this is the anti-inflammatory pathway mechanism of vitamin E in the 







In contrast with our results, DMD patients treated with Vitamin E showed no 
improvement in the serum CK levels and muscle injury [40, 41]. The differing findings of this 
study compared to the above works might be justified by the different study designs, such as 
the variations in the samples studied (the samples herein were mdx mice), the dosage of vitamin 
E used, as well as the study period. In agreement with Rando 2002, our results suggest that the 
antioxidant treatments to be effective should be initiated at the onset of the dystrophic disease. 
Reinforcing this idea, similar to our experimental protocol, other antioxidant treatments started 
prior to the muscle degeneration-regeneration cycles in mdx mice showed beneficial effects 
against muscle injury [3, 28, 29, 42]. 
In conclusion, our results showed that vitamin E improves skeletal muscle injury in mdx 
mice, promoting membrane repair and exhibiting antioxidant and anti-inflammatory effects. 
They also suggest that a vitamin E antioxidant strategy adapted to start before the muscular 
degeneration cycles set in may be a relevant therapeutic approach for DMD disease.  
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Figure 1. Diaphragm (DIA) cross-sections showing IgG staining (white arrow) in C57BL/10 
(A), saline-treated mdx mice (B) and vitamin E-treated mdx mice (C). The graphs (D) show the 
IgG staining (%) in the DIA muscle of C57BL/10 mice (Ctrl), saline-treated mdx mice (mdx), 
and vitamin E-treated mdx mice (mdxVE). aP  0,05 compared with Ctrl mice, bP  0,05 
compared with mdx mice (One-way ANOVA with Tukey’s post-hoc test). 
 
Figure 2. Diaphragm (DIA) cross-sections showing dihydroethidium (DHE) fluorescence in 
C57BL/10 (A), saline-treated mdx mice (B) and vitamin E-treated mdx mice (C). The graphs 
(D) show the DHE staining area (%) in the DIA muscle of C57BL/10 mice (Ctrl), saline-treated 
mdx mice (mdx), and vitamin E-treated mdx mice (mdxVE). DIA cross-sections showing 
autofluorescent lipofuscin granules (white arrow) in C57BL/10 (E), saline-treated mdx mice 
(F) and vitamin E-treated mdx mice (G). The graphs (H) show the number of lipofuscin granules 
x 10-4/mm3 in Ctrl, mdx and mdxVE groups. In (I), western blotting analysis of 4-
hydroxynonenal (4-HNE)-protein adducts. Bands corresponding to protein (top row), and 
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH; used as loading control) (bottom row), 
are shown. The graphs show protein levels in the crude extracts of DIA muscle from Ctrl, mdx 
and mdxVE groups.  The intensities of each band were quantified and normalized to those of 
the corresponding Ctrl (in order to obtain relative values). All values expressed as mean ± 
standard deviation (SD). aP  0,05 compared with Ctrl mice, bP  0,05 compared with mdx 








Figure 3. Western blotting analysis of (A) manganese-superoxide dismutase (SOD2), (B) 
catalase and (C) glutathione reductase (GR) content in the diaphragm (DIA) from C57BL/10, 
saline-treated mdx mice and vitamin E-treated mdx mice. Bands corresponding to protein (top 
row), and glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH; used as loading control) 
(bottom row), are shown. The graphs show protein levels in the crude extracts of DIA muscle 
from C57BL/10 mice (Ctrl), saline-treated mdx mice (mdx) and vitamin E-treated mdx mice 
(mdxVE).  The intensities of each band were quantified and normalized to those of the 
corresponding Ctrl (in order to obtain relative values). The graphs (D) show the glutathione 
(GSH) content in Ctrl, mdx and mdxVE groups. All values expressed as mean ± standard 
deviation (SD). aP  0,05 compared with Ctrl mice, bP  0,05 compared with mdx mice  (One-
way ANOVA with Tukey’s post-hoc test). 
 
Figure 4. Diaphragm (DIA) cross-sections showing inflammatory area (outline) in C57BL/10 
(A), saline-treated mdx mice (B) and vitamin E-treated mdx mice (C).  The graphs (D) show 
the inflammatory area (%) in the DIA muscle of C57BL/10 mice (Ctrl), saline-treated mdx mice 
(mdx) and vitamin E-treated mdx mice (mdxVE). DIA cross-sections showing F4/80 staining 
(white arrow) in C57BL/10 (E), saline-treated mdx mice (F) and vitamin E-treated mdx mice 
(G) In (H), graphs show the F4/80 staining (%) in the DIA muscle of Ctrl, mdx and mdxVE 
groups. aP  0,05 compared with Ctrl mice, bP  0,05 compared with mdx mice (One-way 
ANOVA with Tukey’s post-hoc test). 
 
Figure 5. Western blotting analysis of tumor necrosis factor alpha (A, TNF-α), and nuclear 
factor-kappa (B, NF-κB). The blots of the proteins (top row) and of glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase (loading control, bottom row), are shown. The graphs show protein levels in the 
crude extracts of diaphragm (DIA) muscle from C57BL/10 mice (Ctrl), saline-treated mdx mice 
(mdx) and vitamin E-treated mdx mice (mdxVE). The intensities of each band were quantified 
and normalized to those of the corresponding Ctrl. Relative values are expressed as mean ± 
standard deviation (SD). In (C) Detection of IL-1β levels in serum of Ctrl, mdx and mdxVE 
groups. aP  0,05 compared with Ctrl mice, bP  0,05 compared with mdx mice (One-way 
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